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RESUMO 

 

A deficiência hídrica provoca alterações fisiológicas, bioquímicas e estruturais. 

Respostas fisiológicas ocorrem após sinalização do déficit hídrico e promovem nas plantas a 

capacidade de armazenar informações geradas a partir do estímulo, iniciando o processo de 

memória fisiológica. Nossa hipótese é que a deficiência  hídrica severa progressiva (DHSP), por 

ser recorrente, imprima memória fisiológica nos processos de reidratação, em especial no 

segundo evento, atrelada a expressão diminuída da PIP2;5 no período de estresse hídrico e 

superexpressão no momento da reidratação. Este estudo teve como objetivo avaliar respostas 

que caracterizam a memória fisiológica em Sorghum bicolor (L.) Moench a partir da deficiência 

hídrica severa progressiva (DHSP) com ênfase no processo de reidratação, analisando a relação 

com a aquaporina PIP2;5. As plantas foram separadas em dois grupos: controle e deficiência 

hídrica severa progressiva, cujo último tratamento foi submetido a dois eventos de restrição 

hídrica, seguidas de reidratações. Os dados de trocas gasosas, fluorescência da clorofila a, 

conteúdo relativo de água (CRA) e potenciais hídricos foliares e do solo (Ψw MPa), 

condutividade hidráulica foliar (Kplanta), atividade da enzima POD, nível de peroxidação lipídica, 

conteúdo de H2O2 e a expressão do gene PIP2;5 foram analisados. Os resultados demonstraram 

que o segundo evento de deficiência hídrica e reidratação promoveu respostas fisiológicas que 

indicam aumento da tolerância à restrição hídrica. O CRA, Ψw foliar e E, gs, indicam estratégias 

na economia do uso da água, evidenciando a memória de deficiência hídrica, bem como a 

aquaporina PIP2;5 que apresentou redução da sua expressão no período de seca, seguida de 

superexpressão assim que a reidratação foi aplicada, auxiliando nas relações hídricas da planta 

e no crescimento. 

Palavras-chave: Aprendizagem; seca; sinal de estresse; resposta fisiológica; recuperação 

fisiológica. 
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ABSTRACT 

 

Water deficiency causes physiological, biochemical and structural changes. 

Physiological responses occur after water deficit signaling and promote in plants the ability to 

store information generated from the stimulus, initiating the physiological memory process. Our 

hypothesis is that the severe progressive water deficit (DHSP), as it is recurrent, imprints 

physiological memory in the rehydration processes, especially in the second event, linked to the 

decreased expression of PIP2;5 in the period of water stress and overexpression at the time of 

rehydration. This study aimed to evaluate responses that characterize physiological memory in 

Sorghum bicolor (L.) Moench from severe progressive water deficit (DHSP) with emphasis on 

the rehydration process, analyzing the relationship with aquaporin PIP2;5. The plants were 

divided into two groups: control and severe progressive water deficit, whose last treatment was 

submitted to two water restriction events, followed by rehydration. Gas exchange data, 

chlorophyll a fluorescence, relative water content (CRA) and soil and leaf water potentials (Ψw 

MPa), leaf hydraulic conductivity (Kplanta), POD enzyme activity, lipid peroxidation level, 

H2O2 content and PIP2;5 gene expression were analyzed. The results showed that the second 

event of water deficiency and rehydration promoted physiological responses that indicate 

increased tolerance to water restriction. The CRA, foliar Ψw and E, gs, indicate strategies in the 

economy of water use, evidencing the memory of water deficit, as well as the aquaporin PIP2;5 

which showed a reduction in its expression in the dry period, followed by overexpression as 

soon as the rehydration was applied, helping the plant's water relations and growth. 

Keywords: Learning; dry; stress sign; physiological response; physiological recovery. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
Um importante fator abiótico que limita o desenvolvimento das plantas e 

consequentemente, o rendimento da colheita, é a seca (ROSA et al., 2020). A intensidade e a 

frequência dos períodos de seca (SCHAR et al., 2004; TRENBERTH et al., 2003), promove, 

nas plantas, a habilidade em aclimatar-se perante os estresses abióticos causados pela variação 

ambiental (LAMBERS; CHAPIN; PONS, 2008; BRUCE et al., 2007). Estresse pode ser 

considerado um desvio da condição ótima para a vida vegetal (LARCHER; DE ASSIS PRADO, 

2000), onde determinado fator externo coloca a planta em uma situação desfavorável, afetando 

o metabolismo e o desenvolvimento desse indivíduo (SILVA; PINCELLI, 2010). Nessas 

condições, ocorrem alterações estruturais no aparato fotossintético e na interação dos processos 

celulares e moleculares, afetando as funções vitais do vegetal (SAKAI; LARCHER, 1987). Em 

situações de estresse hídrico severo, por exemplo, o sorgo Sorghum bicolor (L.) Moench pode 

apresentar um decréscimo na sua produtividade, mesmo estando entre um dos cereais mais 

tolerantes à seca (REDDY et al., 2011; BATISTA et al., 2017). 

A partir da percepção do estímulo estressante até a resposta final, as plantas podem: (1) 

ter uma resposta direta ao estímulo; (2) armazenamento da informação gerando a memória 

e (3) aprendizagem (THELLIER; LÜTTGE, 2013). Na etapa da aprendizagem, o estímulo 

recorrente modifica a intensidade de resposta, seja positivamente, reforçando a resposta, o que 

corresponde à “sensibilização” (CONRATH et al., 2006), ou negativamente, reduzindo a 

resposta, denominado de aprendizagem por habituação ou “familiarização” (GAGLIANO et 

al., 2014). 

As respostas à um primeiro evento de estresse de seca envolvem mudanças bioquímicas, 

moleculares e estruturais a fim de que ocorra a tolerância e reparo dos danos causados (FLETA- 

SORIANO; MUNNÉ-BOSCH, 2016; LEUFEN; NOGA; HUNSCHE, 2016; MOSA; 

ISMAIL;HELMY, 2017). Durante a etapa de recuperação da planta, este primeiro evento de 

estresse imprime uma marca, que pela manutenção das mudanças estruturais (FLETA-

SORIANO; MUNNÉ-BOSCH, 2016; TREWAVAS, 2003), ou pelas proteínas sinalizadoras 

e as modificações epigenéticas, ativam os genes de tolerância (BRUCE et al., 2007; CRISP et 

al., 2016; MARTINEZ-MEDINA et al., 2016; WITZANY, 2018), permitindo respostas mais 

eficientes a futuros eventos de estresse, cujas informações atuam como uma memória de 

estresse, gerada a partir da interpretação e aprendizagem dos dados armazenados (BALUŠKA; 

GAGLIANO; WITZANY, 2018; BRUCE et al., 2007 CRISP et al., 2016; FLETA-SORIANO; 
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MUNNÉ-BOSCH, 2016; OGLE et al., 2015; WALTER et al., 2013). 

A memória de curto prazo causada por um único evento de estresse (acúmulo de 

substâncias) (VIRLOUVET; FROMM, 2015), dificilmente será repassada para futuras gerações 

(RAMÍREZ et al., 2015). Entretanto, essa marca de estresse pode ultrapassar o evento 

estressante (AVRAMOVA, 2015), caracterizando-se como memória fisiológica efetiva, cuja 

exposição repetida ao estresse altera a cromatina e a metilação de DNA, que provavelmente 

será repassada as gerações seguintes (RAMÍREZ et al., 2015).  

Walter et al., (2011), indicaram a existência de memória à seca em Arrhenatherum 

elatius, cujas plantas submetidas à seca recorrente aumentaram a fotoproteção, em comparação 

aquelas que não foram submetidas a seca anteriormente. Em cana-de-açúcar a memória de 

estresse promove a assimilação de CO2 e condutância estomática mesmo sob deficiência hídrica 

(RIBEIRO et al., 2021). Outro estudo, com a espécie Dipteryx alata, também demonstrou 

memória, cujas plantas submetidas à seca recorrente, tiveram sua condutância estomática e 

concentração interna de carbono reduzidas, diferentemente das plantas que passaram por um 

evento único de deficiência hídrica, cuja recuperação esteve atrelada à condutividade hidráulica 

foliar (Kplanta), permitindo a manutenção de maior abertura estomática (ALVES et al., 2020). 

A mudança de expressão de genes responsáveis pela codificação de proteínas, 

conhecidas como aquaporinas (AQPs), relacionam-se com a tolerância das plantas (DA SILVA 

et al., 2013) e portanto, torna-se interessante analisá-las juntamente com as alterações 

fisiológicas. As aquaporinas estão envolvidas em diversos processos fisiológicos, desde o 

movimento de água e solutos, carregamento e descarregamento do floema, até o controle da 

abertura estomática e manutenção da condutância hidráulica das raízes, caule e folhas 

(AYADI; BRINI; MASMOUDI, 2019). Altos níveis de expressão da aquaporina PIP2;5 em 

Sorghum bicolor (L.) Moench  foram demonstrados sob estresse hídrico, apresentando níveis 

mais baixos de expressão apenas  em sementes (REDDY et al., 2015). Tempo e intensidade de 

estresse afetam diretamente a expressão (GALMÉS et al. 2007a), assim como a adaptação à 

seca ou não (LIAN et al., 2004).  

O processo de adaptação das plantas pela memória efetiva torna-se extremamente 

importante para a sua sobrevivência, já que exibe uma capacidade de resposta mesmo em um 

cenário de constantes alterações climáticas (OGLE; BARBER, 2016; WEINHOLD, 2018). 

Além disso, estudos sobre a habilidade de recuperação após o estresse hídrico, analisando as 

variáveis fisiológicas, são escassos e, portanto, demandam de mais informações (FLEXAS et 

al., 2006), bem como o papel das AQPs na recuperação pós estresse hídrico, já que podem atuar 
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como reguladores negativos ou positivos (JANG et al., 2013). 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Estresse hídrico em plantas 

 
Na fisiologia vegetal diversas definições de estresse são conhecidas. A razão pela qual 

existem tantas definições concentra-se no fato de que cada pesquisador trabalha com um tipo 

de estresse diferente, e assim, acaba definindo o estresse mediante a sua linha de pesquisa 

(MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017). Larcher (1987) define o estresse como o estado onde a 

planta experimenta mudanças que demandam respostas. Caso a resposta esteja dentro do limite 

de tolerância, a planta se recupera, porém se não estiver, danos permanentes ao indivíduo 

ocorrem. Lichtenthaler (1996) define o estresse como qualquer condição ou substância que 

afete o crescimento, desenvolvimento ou o metabolismo do vegetal. 

O estresse também pode ser definido como alterações fisiológicas desencadeadas 

quando as plantas são expostas à condições desfavoráveis que não necessariamente representam 

ameaça para a vida, porém induzem respostas de alarme (GASPAR et al., 2002). A maioria das 

definições de estresse descrevem-no como mudanças nas condições abióticas ou bióticas que 

promovem respostas nas plantas, podendo desencadear danos ao organismo ou não (MOSA; 

ISMAIL; HELMY, 2017). 

As plantas são capazes de perceber o estresse por meio de estratégias de detecção do 

estresse, cujas estratégias são diversas e dependem do estresse, do órgão afetado e da espécie 

(KRANNER et al., 2010; MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017). A seca é considerada o principal 

tipo de estresse abiótico, afetando o crescimento, o desenvolvimento e a reprodução das plantas 

(MOSA; ISMAIL; HELMY, 2017). O déficit hídrico, por exemplo, pode ser percebido no solo 

por meio de osmosensores nas células da raiz da planta (URAO et al., 1999; MOSA; ISMAIL; 

HELMY, 2017). 

No déficit hídrico, o potencial hídrico (Ψ) do apoplasto é mais negativo que o potencial 

do simplasto, o que reduz o potencial de pressão (turgor) (ΨP) e o volume, além de induzir o 

acúmulo de ácido abscísico (ABA). Esse acúmulo induz à diminuição da abertura dos 

estômatos, reduz as trocas gasosas, inibe a fotossíntese, produz espécies reativas de oxigênio 

(ERO) promovendo danos no DNA e nas membranas celulares (TAIZ et al., 2017). Portanto, 

sob déficit hídrico, vários mecanismos e processos precisam ser combinados a partir da 

percepção do sinal do estresse os quais promovem respostas fisiológicas (NEPOMUCENO, 
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2001). É a severidade da seca que promove a aclimatação e a adaptação ao estresse hídrico 

(KUDOYAROVA; KHOLODOVA; VESELOV, 2013), cuja capacidade de recuperação está 

relacionada à retomada das taxas fotossintéticas e abertura estomática (FLEXAS et al., 2006). 

 

Um dos primeiros impactos do déficit hídrico ocorre na fotossíntese (PINHEIRO; 

CHAVES, 2011) sendo este o principal processo afetado (CHAVES; FLEXAS; PINHEIRO, 

2009; HASANUZZAMAN et al., 2013), reduzindo a taxa de assimilação de carbono devido 

a limitação estomática, aumentando a resistência do estômato em relação à saída de água e 

entrada de gás carbônico (ASHRAF; HARRIS, 2013), além da diminuição do potencial hídrico 

foliar e do solo (LAWLOR, 2002; CHAVES; MAROCO; PEREIRA, 2003; SANTOS et al., 

2006). O status hídrico da folha é relacionado com a condutância estomática e a taxa de 

transpiração, já que o fechamento estomático é a principal resposta para evitar a perda de água 

por meio da transpiração, correlação bastante estudada em estudos com déficit hídrico 

(TARDIEU; SIMONNEAU, 1998; FLEXAS; ESCALONA; MEDRANO, 1999; CHAVES; 

FLEXAS; PINHEIRO, 2009; WAN et al., 2009; GILBERT; MEDINA, 2016). 

Nessas condições, a limitação não estomática também ocorre, envolvendo a 

degradação de pigmentos, inativação dos fotossistemas e diminuição da atividade de enzimas 

presentes no Ciclo de Calvin-Benson (ASHRAF; HARRIS, 2013). O fotossistema II (PSII) cuja 

proteína D1 se faz presente, apresenta alta sensibilidade a estresses (GOH et al., 2012). Em tais 

condições, a proteína é degradada, alterando a atividade da cadeia transportadora de elétrons 

e reduzindo a síntese de NADPH2 e ATP. A enzima de carboxilação Rubisco, também é 

afetada, alterando o pH do estroma do cloroplasto e reduzindo a assimilação líquida de CO2 

(GALMÉS  et al., 2013). 

A avaliação das trocas gasosas e da flourescência da clorofila a é utilizada para 

investigar os efeitos da limitação não estomática da fotossíntese sob estresse hídrico 

(ENNAHLI; EARL, 2005). A combinação da luz incidente e a deficiência hídrica reduz a 

capacidade dos fotossistemas de transformar a energia luminosa em química, levando ao 

aumento de dano no aparato fotossintético em razão do acúmulo das espécies reativas de 

oxigênio (ERO), sintetizadas como consequência do estresse (FOYER; LELANDAIS; 

KUNERT, 1994; WINGLER et al., 2000; ZHOU; LAM; ZHANG, 2007). 

 
2.2 Aquaporinas e o estresse hídrico 

 

Aquaporinas são proteínas integrais de membrana que formam canais, permitindo a 
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passagem de água, que estão presentes em todas as plantas e animais e desempenham papéis 

em diferentes processos fisiológicos e ligados ao desenvolvimento desses indivíduos, incluindo 

a germinação, alongamento celular, movimento estomático, fotossíntese, reprodução e 

respostas a diferentes condições de estresse abiótico (ARIANI; GEPTS, 2015). Paralelamente 

a isso, as AQPs atuam na regulação da absorção de água, perda de água e condutividade 

hidráulica, e dessa forma, na regulação das relações de água entre a planta e o tecido 

(CHAUMONT; TYERMAN, 2014). Originalmente, as AQPs presentes nas plantas foram 

classificadas em quatro subfamílias: PIPs (proteínas intrínsecas de membrana), TIPs (proteínas 

intrínsecas de tonoplasto), NIPs (proteína intrínseca do tipo nodulina-26) e SIPs (pequenas 

proteínas intrínsecas) (JOHANSON et al., 2001; ZARDOYA, 2005). 

Especificamente no sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench), todos estes tipos de 

aquaporina são existentes: TIP com cinco subgrupos (TIP1 a TIP5), a subfamília PIP com 

apenas dois subgrupos, PIP1 e PIP2, as NIPs com quatro subgrupos (NIP1 a NIP4) e as SIPs 

com dois subgrupos (SIP1 e SIP2) (REDDY et al., 2015). Os genes PIP1 e PIP2 em estudos 

com o tabaco e Arabidopsis mostraram contribuição no transporte de água nas raízes, sobretudo 

em estresse hídrico (KALDENHOFF et al., 1998, SIEFRITZ et al., 2002), cujo subgrupo PIP2 

demonstra maior eficiência no transporte de água (TYERMAN; NIEMIETZ; BRAMLEY, 

2002). 

A associação existente entre a seca e a expressão das AQPs demonstram variabilidade 

nas respostas, o que depende das isoformas, dos tecidos, das espécies, do nível de estresse e da 

presença de simbiontes (AFZAL et al., 2016; PARK; CAMPBELL, 2015). Em Arabidopsis, 

tanto PIPs quanto TIPs são geralmente regulados negativamente em folhas sob estresse hídrico 

(ALEXANDERSSON et al., 2005; BOURSIAC et al., 2005). Entretanto, existem exceções em 

que PIP1;4 e PIP2;5 foram reguladas positivamente (ALEXANDERSSON et al., 2005). 

A condutividade hidráulica no sistema radicular é orientada parcialmente pelas 

aquaporinas PIPs (JAVOT et al., 2003, POSTAIRE et al., 2010), cujas respostas não são 

padronizadas quando submetidas a estresse hídrico, como visto em nove estudos, dos 37 genes 

PIPs estudados em condições de seca, nove não foram alterados, 15 tiveram sua expressão 

reduzida e 13 apresentaram um aumento de sua expressão, o que indica que cada gene PIP pode 

exercer uma função específica na resposta a um tipo de estresse (AROCA; PORCEL; RUIZ- 

LOZANO, 2012).  A expressão, além disso, pode ser específica de um determinado tecido 

celular, mudando ao longo do desenvolvimento e em resposta aos estímulos ambientais 

(YANEFF; VITALI; AMODEO, 2015; SCHARWIES; DINNENY, 2019). O aumento da 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00862/full#B2
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00862/full#B9
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00862/full#B33
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2017.00862/full#B92
https://link.springer.com/article/10.1007/s10265-017-0920-x#ref-CR1
https://link.springer.com/article/10.1007/s10265-017-0920-x#ref-CR23
https://link.springer.com/article/10.1007/s10265-017-0920-x#ref-CR2
https://link.springer.com/article/10.1007/s10265-017-0920-x#ref-CR9
https://link.springer.com/article/10.1007/s10265-017-0920-x#ref-CR2
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tpj.14552#tpj14552-bib-0177
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tpj.14552#tpj14552-bib-0141
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expressão das AQPs, promovem melhora na capacidade em sobreviver diante do estresse 

hídrico, enquanto outros pesquisadores acreditam que a diminuição da expressão ocorre em 

decorrência da inativação  das proteínas na tentativa de evitar perdas excessivas de água 

(GASPAR, 2011). 

Com o silenciamento de genes PIP1 e PIP2, em plantas de tabaco e Arabidopsis 

demonstrou-se queda na capacidade de recuperação após o estresse hídrico (MARTRE et al., 

2002, SIEFRITZ et al., 2002). Já a superexpressão da PIP2;5 no milho (Zea mays), provocou 

aumento na condutividade hidráulica, afetando positivamente o alongamento foliar em 

condições de estresse (DING et al., 2020a) e melhora a sensibilidade à sinalização de ABA, 

fechando os estômatos (DING et al., 2020b). Também no milho, transcritos das aquaporinas 

ZmPIP1;1, ZmPIP1;3 e ZmPIP2;2 foram encontrados em complexos estomáticos, sendo 

fortemente induzidos durante o dia, demonstrando o envolvimento no transporte diurno de 

água e no controle estomático (HEINEN et al., 2014). Em Arabidopsis, a aquaporina PIP2;1 

participa da sinalização do ABA em células-guarda, o que promove o fechamento estomático, 

facilitando a entrada de H2O2 para regular o movimento estomático e a saída de água 

(GRONDIN et al., 2015; RODRIGUES et al., 2017).  

3. OBJETIVOS 

 

O objetivo deste trabalho foi analisar respostas que caracterizam memória fisiológica 

do Sorghum bicolor (L.) Moench, analisando se esta é dependente da primeira experiência, 

promovendo a resposta fisiológica da planta no segundo evento, analisando a relação                      existente 

entre o estresse hídrico e a aquaporina PIP2;5. Nossa hipótese é que a deficiência hídrica 

severa progressiva, por ser recorrente, imprima memória fisiológica nos processos de 

reidratação, em especial no segundo evento, atrelada a expressão diminuída da PIP2;5 no 

período de estresse hídrico e superexpressão no momento da reidratação.  

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 
4.1. Espécie vegetal 

 
A espécie escolhida para o trabalho foi o sorgo Sorghum bicolor (L.) Moench, devido 

as suas características tolerantes ao estresse hídrico, sendo alvo de estudos sobre tolerância a 

seca e produtividade (FRACASSO; TRINDADE; AMADUCCI, 2016). Além disso, a espécie 

tem genoma sequenciado (PATERSON et al., 2009) e muitos programas de melhoramento 

genético têm estudado o sorgo na tentativa de elucidar os mecanismos relacionados ao aumento 

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2020.00458/full#B27
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2020.00458/full#B55
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da produtividade agrícola, diante das mudanças ambientais (FRACASSO; TRINDADE; 

AMADUCCI, 2016). O experimento ocorreu em casa de vegetação, possuindo sistema semi 

controlado com umidade relativa do ar de 50 - 70%, temperatura de 25 - 29°C e DFFF até 800 

μmol m-2s-1, no Instituto de Biotecnologia (IBTEC), UNESP - Campus de Botucatu/SP 

(coordenadas geográficas: 22°53'11.3"S 48°29'15.4"O). As sementes de Sorghum bicolor (L.) 

Moench são híbridas (BRS332) e foram adquiridas em parceria com a Embrapa.  

4.2. Preparo do solo 

Utilizamos o solo do tipo médio, caracterizado entre argiloso e arenoso. O solo utilizado 

teve seu pH corrigido quimicamente com calcário. Cada vaso foi pesado antes de adicionarmos 

água e possuíam a mesma quantidade de solo (10 kg). Adicionamos água e medimos o peso dos 

vasos em capacidade de campo, na manhã seguinte, após toda a liberação de água gravitacional. 

Em relação as sementes do sorgo, estas se desenvolveram em placas de crescimento de isopor 

com substrato vegetal, em casa de vegetação, sendo transplantadas para os vasos apenas 20 dias 

depois. No décimo dia da germinação, estas foram adubadas com solução nutritiva à 25% 

segundo Hoagland e Arnon (1950) (solução número 2), assim como também receberam 

a solução nutritiva um dia após o transplante, dessa vez usando a solução em 50%. 

4.3. Delineamento experimental 

 
Todas as plantas foram mantidas em capacidade de campo até o início do experimento. 

O experimento teve início no mês de abril e foi finalizado na segunda semana de junho. As 

plantas foram separadas por sorteio em dois tratamentos: controle (C), permanecendo em 

capacidade de campo ao longo do experimento; enquanto que a deficiência hídrica severa 

progressiva (DHSP), teve seu fornecimento de água cessado, de forma abrupta, até o 

encerramento do período de estresse hídrico. O final do período de estresse foi definido a partir 

dos parâmetros: conteúdo relativo de água foliar pré-dawn: 51,5 ± 3,5; potencial hídrico foliar 

pré-dawn: -2,5 ± 3,6; potencial hídrico do solo: -10,1 ± 0,9; gs: 1,2 ± 0,9; Fv/Fm: 0,57 ± 0,1.  

Tais plantas passaram por dois períodos de restrição hídrica, nomeados respectivamente 

de F1CE (final do primeiro ciclo de estresse) e F2CE (final do segundo ciclo de estresse), ambos 

de duração de 22 dias, periódo onde as plantas apresentaram as variáveis citadas acima, que 

foram seguidos de reidratação até a capacidade de campo (potencial  hídrico do solo do controle 

e DHSP, respectivamente: -0,2 ± 0,07 e -0,2 ± 0,04) onde coletamos dados de 24 horas, 

identificado nos gráficos como 1ª reid. e 72 horas após a reidratação identificada como 3ª reid 

nos gráficos. Para o Kplanta, trocas gasosas e fluorescência, as primeiras 24 horas após a 

reidratação, foram identificados nos gráficos como: Reid 1 (F1CE) e Reid 2 (F2CE). Além da 
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reidratação, no 38º dia de experimento foi aplicado Hoagland 50% (aproximadamente 400 ml 

por vaso) a fim de promover o crescimento das plantas. Na figura 1,     podemos observar o 

modelo experimental. 

 

 
 

 

Figura 1: Delineamento experimental realizado em plantas de Sorghum bicolor (L.) Moench 

submetidas a deficiência hídrica severa progressiva (DHSP) e subsequente reidratação. Os tratamentos 

são representados por C e DHSP, representando respectivamente o tratamento controle e a deficiência 

hídrica severa progressiva. A cor azul representa solo em capacidade de campo. A cor vermelha 

representa interrupção do fornecimento de água (sem controle da porcentagem de água no vaso). O 

experimento teve início no dia 1, marcando o 22º e o 60º dia o encerramento do ciclo de estresse hídrico. 

A reidratação ocorreu nos dias 23 e 61, contabilizando no 22º e 62º 24 horas de reidratação e 72 horas 

de reidratação nos dois 26 e 64, sendo o 64º dia o último dia de experimento. As variáveis coletadas 

tanto no momento de estresse hídrico, quanto nas reidratações estão no parágrafo a seguir. O asterisco 

representa a aplicação de Hoagland 50% nas plantas em DHSP e Controle. 

 

 

Durante o estresse hídrico, medimos as trocas gasosas e fluorescência de clorofila a dois 

dias por semana. O potencial hídrico foliar e o potencial hídrico do solo (Ψw MPa), além do 

conteúdo relativo de água foliar foram obtidos no primeiro dia de experimento, no último dia 

de estresse do primeiro ciclo (F1CE) , 24 e 72 horas após a reidratação, assim como para o 

segundo ciclo, no último dia de estresse (F2CE), 24 e 72 horas após a reidratação. As trocas 

gasosas, a fluorescência, e a condutividade hidráulica foliar (Kplanta), foram medidos no primeiro 

dia de experimento, F1CE e F2CE e 24 horas após a reidratação do primeiro e segundo ciclo. 

Coletamos folhas para análise molecular no F2CE, 24 e 72 horas após a reidratação, assim 

como coletamos folhas para a análise antioxidante, no F1CE e F2CE, 24 e 72 horas após a 

reidratação do primeiro e segundo ciclo. Coletamos a massa seca das plantas e medimos a área 

foliar no último dia de estresse do segundo ciclo e no último dia de experimento (72 horas após 



11 
 

a reidratação), para análise de crescimento. No total, foram 70 vasos, cada vaso contendo duas 

mudas de Sorghum bicolor (L.) Moench, dos quais: 35 vasos para cada tratamento, sendo cinco 

para medições das trocas gasosas e fluorescência durante todo o experimento e 30 vasos para 

o restante das variáveis analisadas. O experimento contemplava cinco repetições para cada 

tratamento, contendo sete vasos cada repetição, com duas mudas cada vaso, totalizando 14 

mudas, com análises destrutivas em cada dia de coleta. 

 
4.4. Variáveis ecofisiológicas analisadas 

 
Relações hídricas: Coletamos as folhas para determinar o conteúdo relativo de água 

da folha (CRA) de cada amostra em forma de retângulo e pesamos imediatamente para 

obtenção do peso fresco (PF). Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de Petri, 

com papel de filtro, imersas em água deionizada e acondicionadas por 24 horas a 5°C para 

reidratação de acordo com Elsheery e Cao (2008). As amostras foram pesadas novamente para 

que o peso túrgido (PT) fosse obtido e em seguida levamos para estufa (temperatura ≈ 60ºC 

até peso constante), obtendo o peso seco (PS). Utilizamos balança de precisão de 0,0001 g 

para determinação dos PF, PT e PS. Assim, determinamos o CRA de acordo com Smart e 

Bingham (1974), utilizando-se a fórmula: CRA (%) = (PF-PS) / (PT-PS) X 100. Além disso, 

medimos o potencial hídrico foliar (Ψw da folha, MPa) através das folhas coletadas e analisadas 

conforme o Analisador de Potencial Água com Controlador de Temperatura, WP4-T. As 

análises aconteceram logo após a coleta do material biológico nos horários de pré-manhã (PD) 

às 05:00 e meio dia (MD) às 12:00 horas. O potencial hídrico do solo (Ψw do solo, Mpa), 

também foi medido ao meio dia com o mesmo equipamento. A condutividade hidráulica da 

planta (Kplanta) foi calculada de acordo com Tsuda e Tyree (2000), utilizando do Ψw do solo, 

Ψw da folha e taxa de transpiração (E) ao meio dia, aplicada na fórmula: E=Kplanta(Ψwsolo-

Ψwfolha). 

Trocas gasosas: Geradas pelo equipamento com sistema aberto de fotossíntese com 

analisador de CO2 e vapor d’água por radiação infra-vermelha (Infra Red Gas Analyser – IRGA 

modelo GSF 3000, Walz, Alemanha). Realizamos as medidas entre 10:00 e 11:00 horas da 

manhã em dia ensolarado, selecionando uma planta de cada repetição (totalizando cinco 

repetições), nas quais escolhemos e padronizamos as 2ª ou 3ª folhas com limbo totalmente 

expandido. Medimos a taxa de transpiração (E, mmol vapor d’água m-2 s-1), condutância 

estomática (gs, mol m-2 s-1), taxa de assimilação de CO2 (ANet, μmol m-2 s-1), déficit de pressão 

de vapor (VPD Pa/kPa) e concentração interna de carbono (Ci, μmol mol-1) na intensidade de 



12 
 

1500 μmol/m²s de densidade de fluxo de fótons fotossintéticos (DFFF). Calculamos a 

eficiência do uso da água (A/E, μmolCO2 mmol-1H2O) e a eficiência aparente de carboxilação 

(A/Ci, mol m-2 s-1) e a eficiência intrínseca do uso da água (A/gs). Para as trocas gasosas e 

fluorescência da clorofila a um cálculo de normalização foi utilizado, referindo-se ao potencial 

de resistência e resiliência da planta (BANNING; MURPHY, 2008). 

Fluorescência da clorofila a: As folhas foram cobertas com papel alumínio e mantidas 

no escuro durante aproximadamente 30 minutos, antes de obtermos as variáveis da 

fluorescência da clorofila a com auxílio do IRGA. Calculamos a eficiência quântica máxima 

do PSII (Fv/Fm), rendimento quântico efetivo do PSII (ΦPSII = ΔF/Fm'), taxa de transporte de 

elétrons (ETR = ΔF/Fm'× DFFF), dissipação fotoquímica [qP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo')] e a 

dissipação não-fotoquímica [NPQ = (Fm-Fm')/Fm'] (MAXWELL; JOHNSON, 2000). 

Análise de crescimento: Coletamos todas as folhas fotossinteticamente ativas das 

amostras para calcular a área foliar (AF – dm²) com o auxílio do Area Meter. Para obtermos a 

massa seca (MS - g) das amostras coletamos todas as folhas e caule. Em seguida, foi levado 

para estufa (temperatura ≈ 60ºC) até peso constante. Utilizamos balança de precisão de 0,0001 

g para determinar o peso seco total. Com os dados de AF e MS, obtemos a área foliar específica 

(AFE = AF/ PS folha). 

Análise antioxidante: Determinada pela quantificação do conteúdo de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7) e pelo nível de 

peroxidação lipídica em cinco amostras por tratamento. As folhas expandidas foram coletadas 

no último dia do estresse, no primeiro dia da reidratação e no terceiro dia da reidratação do 

primeiro ciclo de estresse, assim como foram coletadas no segundo ciclo, no último dia de 

estresse, 24h e 72h de reidratação, cujas foram transferidas imediatamente para o nitrogênio 

líquido, armazenadas em freezer -80ºC e posteriomente foram maceradas. 

O conteúdo de H2O2 foi obtido pelo método determinado por Alexieva et al. (2001). 

Para a extração do H2O2 foliar, foram utilizados 200 mg de tecido foliar macerado juntamente 

com 2 ml de ácido tricloroacético (TCA) 0,1%. O material foi centrifugado (12.000 rpm) a 

temperatura ambiente por 15 minutos, em que, 500 μl do sobrenadante foi adicionado a uma 

solução composta por 500 μl de tampão de fosfato de potássio 0,1 M (pH 7,0) e 2 ml de iodeto 

de potássio a 1 M, posteriormente incubados no escuro por uma hora em temperatura ambiente. 

Utilizamos o espectrofotômetro no comprimento de onda 390nm para as leituras de 

absorbância. Para calcular o conteúdo de H2O2 foi utilizado uma curva padrão preparada com 
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concentrações conhecidas de H2O2, cujos resultados foram expressos como μM de H2O2 g
-1 de 

MF. 

O método empregado para determinação do nível de peroxidação lipídica foi descrito 

por Heath e Packer (1968), citados por Rami Devi e Prasad (1998). O material vegetal foi moído 

em 5 ml de 0,25 de ácido tiobarbitúrico (TBA) em 10% de TCA, incubados a 95º C em banho- 

maria por uma hora. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 5 minutos e a absorbância 

do sobrenadante foi medida em 560 e 600 nm. Para os cálculos utilizamos o coeficiente de 

extinção molar do malondialdeído (155 mmol.L-1.cm-1), cujos resultados foram expressos como 

(TBARS).g-1 de matéria fresca. 

A atividade da POD foi determinada de acordo com as condições citadas pelos autores 

Teisseire e Guy (2000). O sistema de reação era composto de 30 µL de extrato enzimático 

diluído (1:10 em tampão de extração); tampão fosfato de potássio 50 mmol L-1 pH 6,5; pirogalol 

(1,2,3-benzenotriol) 20 mmol L-1 e peróxido de hidrogênio H2O2 5 mmol L-1 totalizando 1,0 

mL. A reação foi conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos. A formação de 

purpurogalina será medida em espectrofotômetro UV-visível a 430 nm, cujo coeficiente de 

extinção molar de 2,5 mmol L-1 cm-1 foi usado para calcular a atividade da enzima POD 

expressa em µmol de purpurogalina min-1 mg-1 de proteína, cujo conteúdo de proteínas solúveis 

totais foi obtido com base no método descrito por Bradford (1976). 

O conteúdo de proteínas solúveis totais descrito por Bradford (1976) foi dissolvido 100 

mg de comassie brilliant blue G-250 em 50 ml de etanol 95%, seguido da adição de 100 ml 

de ácido fosfórico 85%. A solução foi dissolvida em H2O deionizada até completar 1 L, agitada 

e filtrada duas vezes em papel filtro. O meio de reação utilizado para determinar o conteúdo de 

proteínas foi formado pela adição de 2.5 ml da solução de Bradford em tubos de ensaio de 5 

ml contendo 50 μl do extrato bruto descrito anteriormente. Após 15 minutos de reação em 

temperatura ambiente, o meio de reação foi levado para a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 595 nm utilizando cubeta de vidro. Para o branco 

do aparelho, utilizamos a solução de Bradford sem o extrato bruto. A concentração de proteínas 

foi determinada por meio de curva padrão utilizando concentrações conhecidas de caseína (0, 

20, 40, 60, 80 e 100 μg μl-1). Os resultados obtidos foram utilizados para calcular a atividade 

especifica da enzima antioxidante. 

4.5.  Análise do perfil transcricional da PIP2;5 

 
Determinação das AQPs: Selecionamos a aquaporina PIP2;5 encontrada em folhas e 
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raízes (Ding et al. 2020 a,b). 

Isolamento e quantificação do RNA total: Houve coleta de folhas fotossinteticamente 

ativas e completamente expandidas. Cinco amostras foram coletadas por tratamento, sendo 

congeladas imediatamente em nitrogênio líquido e armazenados em freezer a -80°C até a 

extração. 

O isolamento do RNA total foi realizado com kit Total RNA Purification (Norgen 

Biotek) seguindo as recomendações do fabricante. Em seguida, o RNA foi quantificado com 

NanoDrop, sendo utilizado 1000ng como input para o tratamento com DNAse (RQ1 DNAse, 

Promega) e síntese de cDNA. Os perfis de amplificação com e sem tratamento com DNAse 

foram comparados para confirmação da ausência do DNA genômico através de qPCR 

utilizando o kit GoTaq qPCR mastermix (Promega), com os genes PIP2;5 e PP2A. 

Síntese de cDNA: Utilizamos o RNA total, tratado com a enzima DNaseI, para a 

construção da primeira fita de cDNA. Para cada amostra, foi determinado 5μL de RNA e a 

síntese do cDNA foi realizada com o kit GoScript Reverse Transcriptase (Promega) com uso 

do mix de primers randômicos. Adicionamos ao RNA 1μL (~1000ng) de primer randômico, 

seguido de incubação a 65°C por 5 minutos. Adicionamos 4μL Buffer GoScript, 9μL de água 

e 2μL da enzima GoScript, exatamente nessa ordem. Novamente incubamos as reações a 25°C 

por 5 min, em seguida a 42°C por 60 min e finalizamos aquecendo a 70°C por 5 min. 

Armazenamos as reações a - 20°C. 

 

RT-qPCR: Utilizamos o gene endógeno PP2A (Serina / treonina-Proteína Fosfatase) 

referenciado em Reddy et al., (2016) em contraste com o gene PIP2;5 (Reddy et al., 2015) cujos 

primers estão descritos na tabela 1 a seguir. 

Tabela 1: Iniciadores específicos das AQPs selecionados pelos artigos Reddy et al., (2015) e 

Reddy et al., (2016).  
 

Primer Sequência Tm (ºC) GC % 

PIP2;5 FW 5’-TTCAGCCGCTAGATCGACCATC-3’ 62.2 54.5 

PIP2;5 RV 5’- CATTCACGAGTGCAGTGGAGG-3’ 61.2 57.1 

PP2A FW 5’- AACCCGCAAAACCCCAGACTA-3’ 61.9 52.3 

PP2A RV 5’- TACAGGTCGGGCTCATGGAAC-3’ 61.8 57.1 
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Realizamos uma curva de eficiência dos genes PIP2;5 e PP2A de acordo com as 

diluições de 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32, a partir dos primers, Master Mix, RNA e água (figura 2 

e 3). Os genes apresentaram eficiência superior a 90%. Realizamos as  reações de amplificação 

qPCR com o volume final. Foi utilizado 2μL de cDNA puro, 0,4 μL de Primer FW e 0,4 μL 

Primer RV dos gene PIP2;5 e PP2A, 5 μL de MasterMix e completamos  com 2,2 μL de água 

nuclease free. A amplificação ocorreu em termociclador 7500 Fast Real- Time PCR System 

(Applied Biosystems). A amplificação foi programada para 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 

15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C. Todas as reações ocorreram em triplicatas técnicas e 

possuem uma amostra controle contendo somente água nuclease free. Para análise dos dados, 

utilizamos o método de cálculo Fold Change baseado em delta delta Ct (ΔCt - threshold cycle) 

entre tratamento e controle, cujos valores de Log2 Fold Change significativos com T-Test 

(p<0,05). 

 

 

Figura 2:  Curva de eficiência do gene PIP2;5. 
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Figura 3:  Curva de eficiência do gene PP2A. 
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5. ANÁLISE DE DADOS 

 
Inicialmente, submetemos os dados ao teste de normalidade, que em seguida foram 

comparados pela análise de T-Test ou Mann Whitney Rank Sum pelo software SigmaPlot 

versão 12.5 com significância estatística em P<0,05. Os dados da análise antioxidante foram 

previamente submetidos ao teste de homogeneidade de Anderson Darling, pelo software 

Minitab Statistical versão 21.1.0 e posteriormente comparados pela análise de T-Test ou Mann 

Whitney Rank Sum pelo software SigmaPlot versão 12.5 com significância estatística em 

P<0,05. Para o perfil transcricional da PIP2;5 utilizamos o método de quantificação relativa, 

cujos valores de Log2 Fold Change significativos com T-Test (P<0,05). 

6. RESULTADOS 

 
6.1. Relações hídricas 

 
Na figura 4, as plantas em DHSP apresentaram menores valores do CRA (%) no 

final do primeiro e segundo ciclo de deficiência hídrica. Observa-se que nas primeiras 24 horas 

após a reidratação do primeiro ciclo, tanto pré-manhã (PD) quanto ao meio dia (MD), as 

plantas em DHSP igualaram-se ao controle, indicando a recuperação após a deficiência 

hídrica. Na reidratação do segundo ciclo de estresse, somente no 3º dia, os valores das plantas 

em deficiência se aproximaram das plantas controle. 

As plantas em DHSP também apresentaram nas restrições hídricas valores menores de 

Ψw foliar (MPa) PD e MD, em relação ao grupo controle. Nota-se que no terceiro dia da 

reidratação do primeiro e segundo ciclo, essas apresentaram valores acima do controle, 

demonstrando recuperação dos potenciais hídricos. O Ψw solo (MPa) revelou queda dos 

potenciais quando as plantas passaram pela restrição hídrica e a recuperação dos mesmos a 

partir das reidratações, cujos valores das plantas em DHSP voltaram a igualar-se com o 

controle, demonstrando estar em capacidade de campo. 

Na figura 5, a condutividade hidráulica foliar (Kplanta), demonstra-se afetada nos 

períodos de estresse, com melhora significativa na primeira reidratação e uma aproximação 

do                          grupo controle na segunda reidratação. 
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Figura 4: A e B - Conteúdo relativo de água foliar (CRA %) PD e MD; C e D - Potencial hídrico foliar 
(Ψw MPa) PD e MD; E - Potencial hídrico do solo (Ψw MPa) dos tratamentos controle e DHSP. Os asteriscos 
representam diferença estatística em relação ao controle por análise de T-Test ou Mann Whitney Rank Sum 
(p<0,05). 
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Figura 5: Condutividade hidráulica foliar dos tratamentos controle e DHSP. Os asteriscos representam 
diferença estatística em relação ao controle por análise de T-Test ou Mann Whitney Rank Sum 

(p<0,05). 

 

 

6.2. Trocas gasosas 

 
A taxa de assimilação de CO2 (ANet), (figura 6 A), demonstra as quedas referentes ao 

período de restrição hídrica e leves recuperações nos momentos de reidratação. Em relação a 

taxa de transpiração (E) (6 B) no primeiro evento de deficiência hídrica, as plantas em DHSP 

apresentaram-se segundo cálculo de normalização, 96,7% menor que o controle, reduzindo para 

62,9% no segundo evento de deficiência hídrica. Assim como ocorreu nos dois momentos de 

reidratação, apresentando respectivamente 73,8% e 60,2% menores que o controle. Esse cálculo 

demonstrou a capacidade de ajuste que as plantas em DHSP possuíram em relação aos dois 

eventos de restrição hídrica e reidratações. A condutância estomática das plantas em DHSP (gs) 

na figura 6 C, também sofreu impactos referentes ao período de estresse do primeiro ciclo, 

evidenciando a queda da condutância e recuperação nas 24 horas após a reidratação. Porém, no 

segundo período de deficiência, a planta exibe valores próximos ao da primeira reidratação, 

referindo-se ao controle adquirido diante da situação estressante. Em relação ao déficit de 

pressão de vapor (VPD) (6 D), observa-se taxas elevadas no F1CE, enquanto apresenta taxas 

mais amenas e próximas a primeira reidratação no F2CE, e pela primeira vez, valores mais 

baixos que o controle, na segunda reidratação. A concentração interna de carbono (Ci), vista no 

gráfico 6 E, apresenta valores maiores nos períodos de estresse das plantas em DHSP, que foram 

reduzidos nos períodos de reidratação. Os cálculos E/A e A/gs, gráficos F e H respectivamente, 
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mostraram as plantas em DHSP no primeiro e no segundo ciclo, sofreram quedas referentes aos 

períodos de deficiência hídrica e apresentaram ascendência na reidratação. Nos gráficos F e 

H, os valores das plantas em DHSP apresentados na primeira reidratação, alinharam-se com os 

início do experimento e demonstraram valores mais elevados na segunda reidratação. O A/Ci 

apresentou dados muito semelhantes, tanto nos períodos de restrição, quanto nos momentos 

de reidratação. Observa-se, no entanto, que no segundo ciclo, seja no momento do déficit ou 

na reidratação, os valores são mais próximos do que no primeiro ciclo. 
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Figura 6: A - Assimilação de CO2 (ANet, μmol m-2 s-1); B - taxa de transpiração (E, mmol vapor d’água 

m-2 s-1); C - Condutância estomática (gs, mol m-2 s-1); D - Déficit de pressão de vapor (VPD Pa/kPa) ; 
E - Concentração intracelular de CO2 (Ci, μmol mol-1); F - Eficiência do uso da água (E/A); G - Eficiência 
aparente de carboxilação (A/Ci); H - Eficiência intrínseca do uso da água (A/Gs) dos tratamentos 
controle e DHSP. Os asteriscos representam diferença estatística do tratamento em relação ao controle 
por análise de T-test ou Mann Whitney Rank Sum (p<0,05). 
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6.3. Fluorescência da clorofila a 

 
Na figura 7 (A), em relação à eficiência quântica máximo do PSII (Fv/Fm), observa-

se quedas referentes aos períodos de estresse das plantas em DHSP, principalmente no segundo 

evento. Os valores referentes à reidratação exibem melhora da eficiência quântica, porém 

distante do grupo controle. O rendimento quântico efetivo do PSII (Yield) e a taxa de transporte 

de elétrons (ETR), nas figura B e C, respectivamente, exibem gráficos bastante semelhantes, 

apresentando quedas referentes ao período de restrição hídrica e recuperações próximas ao 

controle, em ambas as reidratações. Na dissipação fotoquímica (qP), observa-se uma leve queda 

dos valores no F1CE das plantas em DHSP, a recuperação acima do controle nas primeiras 24 

horas após a reidratação e uma queda brusca no F2CE, ambos com diferença estatística e 

posteriormente, recupera-se acima do controle, na segunda reidratação. Quanto a dissipação 

não-fotoquímica (NPQ), também vemos               a queda brusca no segundo período de estresse e 

recuperações, do primeiro e segundo ciclo, com valores maiores que o grupo controle. 
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Figura 7: A - Eficiência quântica máxima do PSII (Fv/Fm); B - Rendimento quântico efetivo do PSII 

(Yield); C - Taxa de transporte de elétrons (ETR); D - Dissipação fotoquímica (qP); E - Dissipação não- 

fotoquímica NPQ dos tratamentos controle e DHSP. Os asteriscos representam diferença estatística do 

tratamento em relação ao controle por análise de T-test ou Mann Whitney Rank Sum (p<0,05). 

 

6.4. Análise de crescimento 

 
A área foliar (figura 8 A) bem como o peso seco foliar (B), demonstram diferenças 

estatísticas tanto no momento de deficiência hídrica, quanto na reidratação, diferentemente do 

que é observado na área foliar específica (C) e peso seco caule+bainha (D). Nota-se que houve 

um aumento da área foliar, do peso seco foliar e do caule, mas principalmente da área foliar 

específica quando as plantas em DHSP receberam a reidratação. 

A B 

C D 

E 
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Figura 8: A - Área foliar (dm2); B - Peso seco foliar (g); C - Area foliar específica (cm2/g); D - Peso 
seco caule+bainha (g) dos tratamentos controle e DHSP. Letras diferentes representam diferença 

estatística do tratamento em relação ao controle por análise de T-test ou Mann Whitney Rank Sum 

(p<0,05). 

 

6.5. Análise antioxidante 

 

A atividade da enzima POD (figura 9 A) obteve diferenças estastísticas em relação ao 

grupo controle em ambos os momentos de 24 e 72 horas de reidratação, tanto no primeiro 

quanto no segundo ciclo de estresse. O tratamento DHSP exibiu concentrações maiores de 

POD do que o grupo controle em todas as etapas do experimento, apresentando o maior valor 

nas 24 horas de reidratação do segundo ciclo. 

A peroxidação lipídica (figura B) apresentou diferenças estatísticas no primeiro ciclo 

de estresse (F1CE), 24 e 72 horas após a reidratação e no segundo ciclo de estresse (F2CE), 

constituindo o F1CE o maior valor de peroxidação exibido durante todo o experimento. Nota- 

se que nas 24 horas e 72 horas de reidratação do segundo ciclo de estresse, primeiramente o 

valor do grupo DHSP diminui, estando abaixo do controle, e posteriormente, maior que o 

controle, apresentando valores muito semelhantes e sem diferença estatística, algo que não foi 

  

  



25 
 

visto nos momentos anteriores. Também é válido ressaltar que o nível de peroxidação exibido 

no F2CE é menor que o valor apresentado em F1CE. 

Em relação ao conteúdo de H2O2 (figura C), a única diferença estatística é representada 

pelo primeiro ciclo de estresse. Percebe-se que o valor apresentado no F1CE é maior em 

comparação com o F2CE. Os valores de DHSP logo decaem quando a reidratação é aplicada 

após o F1CE, estando acima do controle nas 24 horas após a reidratação e estando abaixo do 

controle nas 72 horas de reidratação do primeiro e no segundo ciclo de estresse. No momento 

do segundo estresse, os valores dos dois grupos são muito próximos, cujo controle coloca-se 

um pouco acima do grupo DHSP, enquanto que nas 24 horas após a reidratação, as plantas em 

DHSP voltam a apresentar um valor acima do controle, que novamente decresce. 

 
 

Figura 9: A – Atividade da enzima peroxidase (POD) (µmol.min.mg proteína -1); B – Nível de 
peroxidação lipídica ((TBARS).g-1 matéria fresca); C – Conteúdo de H2O2 (μM H2O2 g

-1 matéria 

fresca) dos tratamentos controle e DHSP. Os asteriscos representam diferença estatística do 
tratamento em relação ao controle por análise de T-test ou Mann Whitney Rank Sum (p<0,05). 

 

 
6.6. Perfil transcricional da PIP2;5 

 
No que se refere ao perfil transcricional foi observado redução da expressão da 

aquaporina PIP2;5 quando as plantas estavam em deficiência hídrica e aumento da expressão 
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significativo logo nas primeiras 24 horas após a reidratação. Posteriormente, em 72 horas de 

reidratação, os níveis de expressão voltam a diminuir, mas não chegam nos patamares 

apresentados em condições de estresse, como vemos na figura 10. 

 
 

Figura 10: Expressão relativa da aquaporina PIP2;5 nas folhas de Sorghum bicolor submetido a 

deficiência hídrica severa progressiva (DHSP). A expressão do tratamento controle é constante e igual 

a zero. Os asteriscos representam diferença estatística do tratamento em relação ao controle. Valores 

positivos indicam aumento da expressão e negativos indicam baixa expressão. 

 

7. DISCUSSÃO 

Corroborando com a nossa hipótese, os dados indicam a impressão de memória 

fisiológica ao déficit hídrico, cujas plantas exibem capacidade de ajuste e estratégias diante das 

condições impostas, graças a reidratação. A expressão da aquaporina PIP2;5 também é afetada 

negativamente no momento da restrição hídrica, sendo superexpressa na reidratação, 

contribuindo positivamente no crescimento e nas variáveis de relação hídrica. 

Uma das principais restrições ambientais que restrigem o desenvolvimento e a 

produtividade das plantas, é a seca (KUOR et al., 2020). Quando o estresse hídrico ocorre, a 

fixação geral de carbono e crescimento da planta são reduzidos, prejudicando a produtividade 

da planta e em casos extremos, a sobrevivência da mesma (PALLIOTTI et al., 2014). Os efeitos 

do estresse hídrico nas plantas são bem documentados em muitas plantas, porém as respostas 

à                      reidratação após o período de estresse hídrico ainda carecem de maiores informações (LIU 

et al., 2010; LUO et al., 2014; XU; ZHOU; SHIMIZU, 2010). 

O déficit de água nos tecidos promovido pela demanda evaporativa ou pelo suprimento 

de água limitado no solo, afetam todos os aspectos de desenvolvimento e crescimento dos 
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vegetais (KRIEG, 1993). Torna-se muito importante a regulação da abertura estomática, na 

finalidade de mitigar danos provocados nos tecidos, de acordo com a baixa reserva de água nas 

folhas e a taxa de transpiração (FERREIRA, 1997). Com base nessas informações, a 

condutância estomática das plantas que estavam em déficit hídrico foi afetada negativamente, 

no primeiro evento de estresse, assim como a taxa de transpiração. O fechamento dos estômatos 

como tentativa de manter o conteúdo hídrico por maior tempo possível é uma das primeiras 

estratégias de defesa contra a dessecação. A diminuição da abertura do poro estomático, 

entretanto,  limita a troca de gases entre a atmosfera e o interior foliar, provocando redução na 

taxa de assimilação de CO2 (KRIEG, 1993; LARCHER; DE ASSIS PRADO, 2000), o que 

também foi  evidenciado em nosso trabalho. 

O aumento do déficit de pressão de vapor, observado no momento de estresse das 

plantas em DHSP, é justificado pela redução do fluxo de vapor de água do interior da câmara 

sub-estomática para a atmosfera, o que promove redução na transpiração (GUCCI et al., 1996; 

THOMAS; EAMUS; SHANAHAN, 2000). Nogueira et al., (2001) observaram que                      a redução 

na taxa de transpiração provocada pelo fechamento parcial ou total dos estômatos em acerolas 

submetidas a estresse hídrico, foi mais influenciada pelo potencial hídrico foliar do que por 

outros fatores, como temperatura do ar e umidade relativa. O potencial hídrico da folha    

também diminui com a redução da disponibilidade de água no solo, o que promove a perda da 

turgescência e o fechamento estomático (MANSUR; NOGUEIRA; BARBOSA, 2000), que 

também é evidenciado neste estudo. 

Plantas submetidas a eventos recorrentes de deficiência hídrica tendem a apresentar 

como estratégia a economia no uso da água durante o período de restrição hídrica, 

diferentemente do que é observado em plantas hidratadas, cuja a absorção de água satisfaz a 

demanda por evaporação (GIMENEZ; GALLARDO; THOMPSON, 2005). A economia de 

água está ligada ao conceito de “biological water saving”, cujas plantas exploram todo seu 

potencial fisiológico, mantendo um alto desempenho e produção mesmo sob condições de 

menor disponibilidade hídrica (WANG; CHEN; XIANG, 2007). 

A memória ao estresse é observada quando a planta submetida ao segundo evento de 

deficiência hídrica, apresenta respostas que culminam no aumento da tolerância em relação a 

uma planta que experimenta o déficit pela primeira vez (BRUCE et al., 2007; WALTER et al., 

2011; WALTER et al., 2013). Um trabalho realizado com sorgo sob condições de estresse 

hídrico recorrente apresentou memória no conteúdo relativo de água foliar, nas trocas gasosas 
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(E, gs), na peroxidação lipídica e no conteúdo de H2O2 (MANTOAN et al., 2020). Com base 

na definição e corroborando os dados com o estudo apresentado, as plantas em DHSP 

mostraram este padrão de resposta frente ao segundo evento de deficiência hídrica, consistindo 

na melhora dos dados de CRA (%), Ψw foliar MD e PD (MPa), E, gs, peroxidação lipídica e 

H2O2. 

A estratégia de economia de água refletiu também na queda da assimilação de CO2, 

eficiência do uso da água (A/E) e eficiência intrínseca do uso da água (A/gs). Esse controle da 

perda de água provoca mudanças na incorporação do CO2 no ciclo de Calvin-Benson, nas 

plantas que foram submetidas a deficiência hídrica. A interpretação dessas repostas estomáticas, 

atrelada as variações fisiológicas e ambientais da planta, permite entender a tolerância ao 

estresse, gerado pela deficiência hídrica, levando em consideração que os estômatos possuem 

papel fundamental nas trocas gasosas, promovendo a interferência no balanço entre a água 

perdida e carbono assimilado (LIN et al., 2018). 

O estresse hídrico influencia no nível de peroxidação e no acúmulo de H2O2 (MIRZAI; 

MOEINI; GHANATI, 2013; RAI; SINGH; SHAH, 2012). Sob estresse hídrico severo, a alfafa 

apresentou aumento de peróxido de hidrogênio (IRIGOYEN; EMERICH; SÁNCHEZ‐DÍAZ, 

1992), da mesma forma que a espécie Cistus albidus sob estresse hídrico também evidenciou 

aumento das concentrações de H2O2 (JUBANY-MARÍ et al., 2009), que corroboram com os 

nossos resultados. 

O H2O2 em baixas concentrações atua como molécula sinalizadora envolvida na 

aclimatação, promovendo a tolerância a vários estresses bióticos e abióticos e em altas 

concentrações leva à morte celular programada (QUAN et al., 2008). O peróxido de hidrogênio 

também atua como regulador chave em diversos processos fisiológicos como o crescimento e 

desenvolvimento (FOREMAN et al., 2003), fotorrespiração e fotossíntese (NOCTOR; FOYER, 

1998), movimento estomático (BRIGHT et al., 2006) e senescência (PENG et al., 2005). O 

H2O2 está começando a ser aceito como um mensageiro secundário para os sinais gerados pelas 

ERO, devido a sua vida relativamente longa com alta permeabilidade por meio das membranas 

plasmáticas (QUAN et al., 2008). 

O acúmulo das espécies reativas de oxigênio danificam as células e causam deteorização 

das membranas, que em casos graves leva à morte do vegetal. Para a eliminação de ERO a 

planta faz uso das enzimas SOD, POD e CAT (SHAWON et al., 2020), sendo que o nível dessas 

enzimas, submetidas a diversos tipos de estresses ambientais, são mais elevados em espécies 

tolerantes do que em espécies sensíveis (BOR; ÖZDEMIR; TÜRKAN, 2003; DEMIRAL; 
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TÜRKAN, 2005; TÜRKAN et al., 2005). A POD além de estar relacionada com a eliminação 

de H2O2, também está envolvida no crescimento, desenvolvimento, lenhificação, suberificação 

e reticulação dos componentes da parede celular (PASSARDI et al., 2005). Plantas tolerantes 

à  restrição hídrica geralmente têm maior atividade da enzima POD do que as plantas sensíveis 

em condições de estresse, como o feijão (TÜRKAN et al., 2005), girassol e sorgo (ZHANG, 

J; KIRKHAM, 1996). 

Assim como no nosso trabalho, o trigo também apresentou aumento da atividade da 

enzima POD sob estresse hídrico (ZHANG; KIRKHAM, 1994). Um padrão bastante parecido 

com o que foi apresentado pelo sorgo foi observado no carvalho, que primeiramente indicou 

um aumento da atividade da enzima POD durante o estresse contínuo de seca e também 

aumentou após a reidratação (XIONG et al., 2021). Em outro trabalho com a espécie Portulaca 

oleracea, cuja duração de estresse hídrico foi entre 15 à 22 dias, a atividade da POD aumentou 

significativamente e na reidratação ainda estava acima do controle, em que somente no intervalo 

de um para três dias de reidratação, tal atividade foi reduzindo gradualmente, indicando que o 

metabolismo dessas espécies reativas de oxigênio voltaram ao nível do controle (JIN et al.,  

2015), assim como apresentado no nosso trabalho, onde nas 72 horas após a reidratação, os 

níveis estavam mais baixos que o controle. 

Altos níveis de peroxidação lipídica, justificando os nossos resultados, também foram 

observados em Maclura pomifera ao passar pelo estresse hídrico (KHALEGHI et al., 2019) 

assim como em arroz (ALHARBI; ABDULMAJEED; HASSAN, 2021), espécies de Achillea 

(GHARIBI et al., 2016), no gênero Avena (PANDEY et al., 2010) na alfafa (IRIGOYEN; 

EMERICH; SÁNCHEZ‐DÍAZ, 1992) e no trigo (ZHANG; KIRKHAM, 1994). Este aumento 

da peroxidação lipídica é proporcional à intensidade de estresse hídrico e pode ser resultante 

das reações de espécies reativas de oxigênio (ERO) com moléculas orgânicas contidas nas 

membranas (GILL; TUTEJA, 2010). As espécies reativas de oxigênio danificam ácidos 

nucleicos, oxidam proteínas e causam a peroxidação lipídica (FOYER; NOCTOR, 2005). 

As respostas da fluorescência da clorofila a revelam o nível de excitação de energia dos 

pigmentos e dependem do balanço entre o fluxo de fótons fotossintéticos (DFFF) e a soma da 

da taxa de transporte de elétrons (ETR), da dissipação fotoquímica (qP) e não-fotoquímica 

(NPQ). O aumento dos fótons promove queda na dissipação fotoquímica e aumento da 

dissipação não fotoquímica. Esse declínio de qP reflete o estado reduzido do primeiro aceptor 

de elétrons estável do PSII, a QA, elucidando a capacidade do PSII utilizar energia luminosa 

para a redução de NADP+, indispensável para a assimilação de carbono (GENTY; 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/helianthus-annuus
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BRIANTAIS; BAKER, 1989; MAXWELL; JOHNSON, 2000). Com base nesses conceitos, 

as plantas em DHSP apresentaram este padrão de declínio e ascensão das taxas de qP e NPQ, 

nas figuras 7 D e E, respectivamente. 

De acordo com Bolhàr-Nordenkampf et al. (1989) o rendimento quântico máximo do 

PSII (Fv/Fm) quando uma planta não está submetida ao estresse deve ser entre 0,75 a 0,85  o 

que vemos no grupo controle, no gráfico 5 (A). Nas plantas em DHSP, baixos valores de 

Fv/Fm (Figura 7 A), Yield (7 B), ETR (7 C) e qP (7 D), demonstram supraexcitação do sistema 

fotoquímico (SOUZA et al., 2004), resultando em danos no aparato fotossintético 

(MANTOAN; FERREIRA; BOARO, 2015) e redução na eficiência operacional do PSII 

(BAKER, 2008). Walter et al., (2011) também demonstraram a redução de Fv/Fm sob 

condição de estresse hídrico, cuja redução relaciona-se principalmente com as taxas reduzidas 

de fluorescência máxima, indicando dissipação de energia para evitar fotodanos. Prejuízos na 

etapa fotoquímica durante o estresse hídrico em sorgo também foram vistas em outros estudos 

(FRACASSO; TRINDADE; AMADUCCI, 2016). Isto nos permite afirmar que prejuízos no 

metabolismo fotoquímico juntamente com a limitação estomática (baixa gs – figura 6 C), vista 

no primeiro ciclo de estresse, contribuem para a redução da fotossíntese no sorgo sob estresse 

hídrico severo. 

O estresse hídrico severo progressivo promoveu o aumento de Ci enquanto a taxa de 

assimilação de CO2 continuava em declínio, como podemos constatar na figura 6 (A e E). A 

diminuição da assimilação é consequência da redução da disponibilidade de água (CARMO-

SILVA et al., 2007) e da eficiência fotoquímica (WALTER et al., 2011), verificados em plantas 

do tratamento de DHSP (Figuras 4 A, B, C e D; 7 A), fazendo com que a energia da luz 

incidente não fosse utilizada para a fixação de CO2 na situação de déficit hídrico (ZEGADA‐

LIZARAZU; MONTI, 2013), resultando no acúmulo de CO2. 

Quanto aos nossos resultados da expressão da aquaporina PIP2;5, em um estudo 

realizado com tomate, a aquaporina PIP2;5 foi avaliada sob condições de seca, apresentando 

diminuição da expressão, demonstrando-se sensível ao estresse (LI et al., 2016), assim como 

em outro trabalho realizado com arroz, cuja PIP2;5 teve sua expressão diminuída ao passar 

pela deficiência (ALHARBI; ABDULMAJEED; HASSAN, 2021). Essa diminuição da 

expressão durante o estresse hídrico pode acontecer para evitar perdas excessivas de água 

durante a desidratação (HACHEZ et al., 2008). 

Alexandersson et al., (2005) e Galmés; Medrano; Flexas (2007b) também observaram 
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aumento da expressão das aquaporinas PIP1 e PIP2 nas folhas durante a recuperação do estresse 

hídrico, enfatizando o papel dessas proteínas na etapa de recuperação. Kaldenhoff e Fischer 

(2006) ressaltam que as PIP2 são mais eficientes no transporte de água. Secchi et al., (2009) 

demonstra que a PIP2;5 funciona como um canal de água e por isso, desempenha uma função 

nas relações hídricas da planta. Desse modo, a superexpressão da PIP2;5 após 24 horas de 

reidratação contribuiu para recuperação hídrica efetiva (figura 4), melhorando o movimento 

de água entre os tecidos. 

A aquaporina PIP2;5 apresenta-se como um gene candidato para investigações mais 

aprofundadas sobre o seu papel na regulação do movimento da água célula a célula durante 

condições de déficit hídrico, já que não respondem só a seca. Em condições de estresse hídrico 

moderado e severo, os níveis de expressão dessa aquaporina aumentaram quase quatro vezes 

em P. balsamifera enquanto reduziram em P. simonii × balsamifera. Este fato indica que a 

PIP2;5 pode estar relacionada com a regulação da condutividade hidráulica foliar (figura 5) e 

nas respostas estomáticas (figura 6 C) (ALMEIDA‐RODRIGUEZ et al., 2010). 

A impressão da marca do estresse exerce um papel positivo quando refere-se as 

populações vegetais em condições estressantes e também na conservação de espécies in situ 

(CHINNUSAMY; ZHU, 2009), pois aumenta a resiliência e pode diminuir a mortalidade dos 

indivíduos em momentos de restrição hídrica (WALTER et al., 2013). Paralelamente a isso, é 

possível que exista consequências para as plantas que exibem a impressão do estresse, cujas 

consequências carecem de maiores esclarecimentos (WALTER et al., 2013). Segundo 

Chinnusamy e Zhu (2009) e Skirycz e Inzé (2010), o possível efeito negativo dessa impressão 

do estresse seria a redução do crescimento das plantas, impedindo que estas alcancem o seu 

potencial máximo de crescimento. Neste sentido, este estudo demonstrou que as plantas de S. 

bicolor submetidas a deficiência hídrica severa progressiva (DHSP) apresentaram diminuição 

dos valores de área foliar, peso seco foliar e peso seco do caule+bainha (figura 8) em relação 

ao grupo controle, cuja diferença entre os dois tratamentos é preservada mesmo na reidratação. 

Tais resultados mostram que eventos recorrentes de seca influenciam negativamente o acúmulo 

de massa seca na espécie, corroborando com os autores Chinnusamy e Zhu (2009) e Skirycz 

e Inzé (2010). 

Abdallah et al., (2017) também observaram a redução na massa seca total da parte aérea 

nas plantas que passaram previamente pelo déficit hídrico em relação as plantas controle. 

Entretanto, o valor de área foliar praticamente dobrado e a área foliar específica apresentando 

valores maiores que o controle na reidratação representam o crescimento e indicam retorno da 
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expansão foliar (RODRÍGUEZ et al., 2005). Correlacionando o papel das AQPs no 

crescimento foliar, sabemos que o movimento de água é necessário para que o crescimento 

ocorra (KALDENHOFF et al., 2008), cujos estudos com mutantes superexpressando AQPs 

mostram aumento no crescimento (AHARON et al., 2003; KELLY et al., 2014), cuja 

superexpressão da PIP2;5        neste trabalho é observada nas 24 horas de reidratação. 
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8. CONCLUSÃO 

 
Nosso estudo apresenta as respostas fisiológicas ocorridas em S. bicolor (L.) Moench 

durante dois ciclos de deficiência hídrica e subsequentes reidratações atrelando a expressão 

do gene PIP2;5. Nossa hipótese de impressão de memória fisiológica a partir da deficiência 

hídrica                                        severa progressiva recorrente, assim como a redução e superexpressão da aquaporina 

PIP2;5 nos momentos de déficit e reidratação, respectivamente, foram corroboradas. As 

plantas em DHSP demonstraram capacidade de ajuste frente a deficiência e recuperação nos 

momentos de  reidratação, exibindo a estratégia de economia do uso da água e a tolerância 

adquirida e aplicada no segundo evento. Isto evidencia a memória fisiológica gerada no 

primeiro evento de estresse,                que induz respostas no segundo evento e dessa forma, apresenta 

dados menos sensibilizados pelo segundo evento de deficiência hídrica. Quanto a expressão 

da aquaporina houve redução no período estressante na tentativa de mitigar os danos durante 

a falta de água e a superexpressão assim que a reidratação foi aplicada, auxiliando na 

recuperação das variáveis hídricas e de crescimento. Ainda são escassos os trabalhos que 

conciliem a expressão das AQPs e as variáveis fisiológicas. Dessa forma, a correlação e a 

interpretação dos dados ainda carecem  de mais estudos para sanar quaisquer lacunas que essas 

variáveis possam apresentar.  
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