\/ ‘Je
vy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA \ ¥ ;
U nes 4J0LIO DE MESQUITA FILHO" oo

Campus de Botucatu BOta n ICa

Unesp - Botucatu

INTENSIDADE DO ESTRESSE HIDRICO MODULA A
EXPRESSAO DE AQUAPORINAS DURANTE A
REIDRATACAO EM Sorghum bicolor

THAYSSA RABELO SCHLEY

Dissertagdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencéo do titulo de Mestre
no Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias Biologicas (Botanica), area de
concentracgdo: Fisiologia Vegetal.

BOTUCATU - SP
2016

Instituto de Biociéncias — Se¢do Técnica de Pés-Graduagdo
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-970 Botucatu-SP
Brasil
Tel (14) 3811-6148 fax (14) 3815-3744 posgraduacao@ibb.unesp.br


mailto:posgraduacao@ibb.unesp.br

\/
ﬁ%v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA QIE ;
u nes 4)(LIO DE MESQUITA FILHO" Posgaduacio,
Campus de Botucatu Bota n |Ca

Unesp - Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

INTENSIDADE DO ESTRESSE HIDRICO MODULA A N
EXPRESSAO DE AQUAPORINAS DURANTE A REIDRATACAO
EM Sorghum bicolor

THAYSSA RABELO SCHLEY

PROF. DR. LUIZ FERNANDO ROLIM DE ALMEIDA

ORIENTADOR

Dissertacdo apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu,
UNESP, para obtencdo do titulo de
Mestre no Programa de P6s-Graduagao
em Ciéncias Biologicas (Botanica),
Area de concentracéo Fisiologia \Vegetal.

BOTUCATU - SP
2016

Instituto de Biociéncias — Secdo Técnica de P6s-Graduagéo
Distrito de Rubido Jinior s/n CEP 18618-970 Botucatu-SP
Brasil. Tel (14) 3811-6148 fax (14) 3815-3744
posgraduacao@ibb.unesp.br


mailto:posgraduacao@ibb.unesp.br

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.

DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Schley, Thayssa Rabelo.

Intensidade do estresse hidrico modula a expressdo de
aquaporinas durante a reidratacdo em Sorghum bicolor /
Thayssa Rabelo Schley. - Botucatu, 2016

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Luiz Fernando Rolim de Almeida

Capes: 20303009

1. Sorgo. 2. Desidratacdo (Hidrica). 3. Expressédo génica.
4. Aquaporinas.

Palavras-chave: Condutédncia estomdtica; Expressdo génica
relativa; Limitacdo difusiva; Rendimento quéntico.




v

“Talvez ndo tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito. Nao
sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes.”
(Marthin Luther King)

Dedico,

A minha avo Silvia.

Ao0s meus pais Marcus e Simone.

Aos meus irmaos Nicholas, Alexia e Katherine.



AGRADECIMENTOS

A CAPES pela concesséo da bolsa de estudos.

Ao meu orientador Prof. Dr. Luiz Fernando Rolim de Almeida pela participacdo no meu
processo de formacdo profissional e pessoal sempre com paciéncia, motivacdo e

compreenséo.

A0s meus pais, meus irmaos, meus avés, meus padrinhos e meus tios pelo amor incondicional

e por me apoiarem sempre que precisei, em todos 0s momentos da minha vida.

Aos professores Dr. Gustavo Habermann, Dr. Ivan de Godoy Maia e Dr. Jodo Pessoa de

Araujo Junior pelo auxilio tedrico e metodologico.

Aos colegas de laboratério que se tornaram grandes amigos ao longo desses dois anos e
auxiliaram sempre que precisei em cada obstaculo encontrado. Em especial a Angélica,
Danilo, Luis Paulo, Angelo e Roberto que me ensinaram sem hesitar durante esses anos. Sem

VOCEs eu ndo teria conseguido.

Aos profissionais Maria Helena, Kleber e Zé Du por toda ajuda burocréatica e metodolégica.

A familia Comvento por ter sido a melhor escolha feita em 2009. Agradeco pelas imensas
alegrias, por cada risada compartilhada, por cada lagrima amparada, por cada abraco, pela

paciéncia, amizade e companheirismo.

As amigas de sempre Marianna, Emanoelle, Bruninha, Bruna, Dendg, Tchimi e Son por serem

de sempre e para sempre.

As amigas mais malucas Loba, Vegas, Isadora e Mococa pela liberdade e por me ensinarem

que a normalidade néo existe.

Aos colegas da Botanica e do IBTEC que contribuiram profissionalmente e divertidamente
durante o Mestrado.



Vi

Sumario
RESUMO ...ttt bbbt b bt b et bbbt bt 1
ABSTRACT ..ttt bbb bbb e bt b e h e b e b bR b bt bbbttt 2
(R | N 210 516 07X FS TR 3
2. MATERIAIS E METODOS.........coooiieiieeeieeeieseeteesesesiesstssesssisse s sens s seses s ensessnsssssenessasnens 7
2.1, Material DIOIOGICO ....c..oveiiiiiieiei et 7
2.2.  LOCAl O EXPEIIMENTO ..ottt 7
2.3.  Determinag8o d0oS trat@mentos. ........c.ooeieririiirieieieie et 7
2.4.  Preparo do solo e condigOes de CreSCIMENTO ........cveverieriiiririirienieieieie e 7
2.5. Delineamento experimental e coleta de dados ...........ccccoveiiiiiininiiice s 8
2.6.  Variaveis ecofisiol0gicas analiSadas...........cccuereiriiiieiieieise e 9
2.7.  AnAlise da eXPreSSA0 GENICA. ......cuiirieirerieiete ettt re e 10
2.8, ANALISE & AAUOS .......eeinieiiiteieee e et 11
3. RESULTADOS ...ttt b et b e s e e be e et e e nbe e beenenas 12
3.1 RElAGBES NIUFICAS. ...ve ettt et 12
3.2, TTOCAS QASOSAS ...cuveveerreemrisieenteasreatee bt ettt es e s b e bt ese ek e et e e e s bt et e e se e e be e b e e renneenneenn e 12
3.3, Fluorescéncia da clorofila @.........cccooeiiiiiiiiiiicee e 13
3.4. Andlise da expressdo génica de aqUaPOIiNAS.........c.ceeeererereererereerenesiesesresieseeseeseseens 13
B, DISCUSSAD ....ovmurimeimiiieeiaseiessessssss st 14
5. CONSIDERACOES FINAIS .....coooiieieieeieeieee ettt 20
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ccoiiiieieeseeeeete et 21
7. FIGURAS E TABELAS . ...ttt bttt 28



Lista de abreviagOes

C: tratamento controle

DHM: deficiéncia hidrica moderada

DHS: deficiéncia hidrica severa

DHSP: deficiéncia hidrica severa progressiva
AQPs: aquaporinas

PIPs: proteinas intrinsecas da membrana plasmatica
TIPs: proteinas intrinsecas do tonoplasto

ABA: 4cido abscisico

Rubisco: ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/ oxigenase
W, potencial quimico da dgua

CRA: conteudo relativo de agua da folha

PD: periodo pré-manhd

MD: periodo meio-dia

Anet: taxa de assimilacéo de CO»

E: taxa de transpiracéo

gs: condutancia estomética

Ci: concentracéo interna de CO>

A/E: eficiéncia do uso da agua

AJ/Ci: eficiéncia aparente de carboxilacdo

DFFF: densidade de fluxo de fotons fotossintéticos
PSII: fotossistema Il

Fv/Fm: eficiéncia quantica maxima do PSII
®PSII: rendimento quantico efetivo do PSII

ETR: taxa de transporte de elétrons

gP: dissipacéo fotoquimica

NPQ: dissipacdo ndo — fotoquimica

MST: massa seca total

AF: area foliar

AFE: area foliar especifica

VIl



Vi

Lista de Figuras

Figura 1: Delineamento experimental realizado em plantas de Sorghum bicolor submetidas
a diferentes intensidades de deficiéncia hidrica e subsequente

=TT [ 17 o= (o TSRS 27

Figura 2: Relagfes hidricas de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C),
deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica

severa progressiva (DHSP) ao 1ongo do eXperimento...........ccccvcvevverecieeseeniesee e 28

Figura 3: Trocas gasosas de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C),
deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica

severa progressiva (DHSP) ao 1ongo do experimento............cocvvvvirieeienene s 29

Figura 4: Curvas de luz dos parametros da fluorescéncia da clorofila a de Sorghum bicolor
submetido aos tratamentos controle (C), deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia
hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) no final da
deficiéncia hidrica (dia 19) e quando houve a recuperacdo desses parametros apos a

reidratacao (apds 48 horas da reidrataCao)..........cccvvevueiiieiieiicie e 30

Figura 5: Eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm) de Sorghum bicolor submetido aos
tratamentos controle (C), deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa

(DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento............. 31

Figura 6: Expressdo relativa dos genes de aquaporinas nas folhas de Sorghum bicolor
submetido aos tratamentos deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa

(DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento............ 32

Figura 7: Massa seca de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C),
deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica
severa progressiva (DHSP) no ultimo dia de deficiéncia hidrica (dia 20) e no ultimo dia de
reidratacdo (dia K OSSR UPRSURRRON 33



Lista de Tabelas

Tabela 1: Iniciadores especificos das AQPs selecionadas analisados pelo

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr primer statS.html). .....ooovvveeeeeeeeeee e, 34

Tabela 2: Area foliar (AF) e area foliar especifica (AFE) de Sorghum bicolor submetido
aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa
(DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) no ultimo dia de deficiéncia hidrica

(dia 20) e no ultimo dia da reidrataGao (did 32).......cccueriereriererierisese e 35


http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html

RESUMO

Espera-se que os efeitos da seca aumentem e alterem a duracdo do estresse hidrico nos
proximos anos em diferentes regiGes agricolas. A recuperacdo fisioldgica apds o estresse
hidrico ainda ndo é compreendida e as aquaporinas (AQPs) participam do processo de
recuperacdo. Nosso objetivo foi avaliar se as aquaporinas estdo associadas com o processo de
recuperacdo fisioldgica nas folhas apds a reidratagdo. Plantas de Sorghum bicolor L.
(Moench) foram submetidas a diferentes intensidades de estresse hidrico durante 20 dias e
posterior reidratacdo durante 12 dias. Durante estes periodos, as variaveis de relacdes hidricas,
fluorescéncia da clorofila a, trocas gasosas e a expressdo dos genes PIP1,5, PIP2;2 e TIP1; 1
foram avaliados. Plantas submetidas ao déficit hidrico moderado (DHM) mostraram mesmos
valores do controle em todas as variaveis fisiologicas e aumento da expressao das aquaporinas
no final do déficit hidrico. Enquanto as plantas da deficiéncia hidrica severa (DHS) e severa
progressiva (DHSP) apresentaram diminuicdo nas variaveis de relagdes hidricas, limitagcdo
estomatica e ndo estomatica da fotossintese e baixa expressdo das aquaporinas. Apds a
reidratacdo, as plantas desses tratamentos apresentam conjunto de ajustes fisiologicos que
permitem o retorno da fotossintese 144 horas apds o fornecimento de &gua, sendo a limitagéo
estomatica a maior responsavel pela recuperagdo. As AQPs analisadas sdo responsivas a
reidratacdo somente nas plantas que ndo tiveram controle da reposi¢cdo de agua no solo
(DHSP). Observamos um padrdo das respostas dessas AQPs que depende da intensidade da
deficiéncia hidrica e ndo da especificidade da AQP. Provavelmente elas influenciam
diferentemente nos ajustes fisiolégicos ocorridos durante a recuperacdo. Além disso, essas
AQPs podem contribuir para manutencdo de baixos valores de gs e consequentemente ANet,
pois a recuperacdo dessas variaveis fisioldgicas ocorre concomitantemente com a recuperacgao
das AQPs em nivel do controle 144 horas ap0s a reidratagéo.

Palavras-chave: limitacdo difusiva, condutancia estomatica, rendimento quantico, expressdo

génica relativa.



ABSTRACT

It is expected that the effects of drought increase and change the duration of water stress in
the coming years in different agricultural regions. The physiological recovery after water
stress is still not well understood and aquaporins (AQPS) participate in the recovery process.
Our aim was evaluate whether aquaporins are associated with physiological recovery
process in leaves after rehydration. Sorghum bicolor L. (Moench) plants were submitted to
different intensities of water stress during 20 days and subsequent rehydration for 12 days.
During these periods, variables of water relations, chlorophyll fluorescence, gas exchange
and PIP1;5, PIP2;2 and TIP1;1 gene expression were evaluated. Moderate water deficit
(DHM) plants showed same values of control in all physiological variables and increased
aquaporins expression in the end of water deficit. While severe (DHS) and progressive
severe water stress (DHSP) plants had decreased water relations, diffusive and non-
diffusive limitation of photosynthesis and low aquaporins expression. After rehydration,
plants of these treatments have set of physiological adjustments that enable the return of
photosynthesis 144 hours after the water supply. Stomatal limitation was the most
responsible for recovery. The AQPs analyzed are responsive to rehydration only in plants
that did not have control of water replacement in the soil (DHSP). We observed a pattern of
responses of these AQPs that depends on the intensity of water deficit and not the AQP
specificity. Probably they influence differently in physiological adjustments that occur
during recovery. Furthermore, these AQPs may contribute to maintaining low gs, and thus,
ANet values, because the recovery of these physiological variables occurs concurrently with
the recovery of AQPs 144 hours after rehydration.

Keywords: water stress, stomatal conductance, quantum vyield, relative gene expression.



1. INTRODUCAO

As mudancas climaticas, o aquecimento global e a variacdo da intensidade e da
frequéncia da seca promovem a escassez de &gua na agricultura e afetam a demanda de
alimentos para a populacdo humana. A falta de disponibilidade de agua é um dos fatores
abioticos que mais interfere na produtividade dos cultivares agricola (Gleick 2003), pois na
maioria das situacdes de estresse hidrico a difusdo de CO2 diminui nos sitios de
carboxilacdo, altera o balanco de carbono da planta e reduz a fotossintese (Galmeés et al.
2007a). O fechamento estomatico e a diminuic¢do da condutancia de CO2 do mesofilo foliar
sdo responsaveis por essa limitacdo difusiva da assimilacdo liquida (Ennahli e Earl 2005).

Segundo Sakai e Larcher (1987), o estresse é caracterizado por mudancas no aparato
estrutural e na interacdo de varios processos em nivel molecular e celular afetando as
funcdes vitais da planta como um todo. Sob estresse hidrico, o transporte de &gua nas
plantas, e consequentemente a manutencdo de agua nos tecidos, é afetado (Kudoyarova et
al. 2013). Isso ocorre, pois 0 Yw do solo diminui e interfere no continuo solo-planta-
atmosfera. Portanto, ajustes no processo de perda e absorcao de agua séo acionados a fim de
manter o estado hidrico das plantas. Para absorcdo de agua é necessario o investimento no
crescimento das raizes e aumento da eficiéncia da condutancia hidraulica.

Ja o controle da perda de agua é determinado pela taxa de transpiracdo e permite a
tolerancia ao estresse hidrico uma vez que ocorre a diminuicdo da abertura estomatica,
sendo um dos principais mecanismos de controle da restricdo hidrica. Sabe-se que o
fechamento estomatico pode ocorrer passivamente ou ativamente. O fechamento estomético
ativo esta relacionado com a mudanca na atividade dos canais de ions presentes nas células-
guardas, que alteram o potencial osmotico, aumentando o Ww dessas células. A saida de
agua para as células vizinhas (células subsidiarias) provoca o fechamento estomatico
(Kaldenhoff et al. 2008). Esse autor ainda explica que o fechamento estomatico é resultado
de sinais quimicos e hidraulicos. A sinalizagdo quimica é caracterizada por rotas
dependentes e independentes do Acido Abscisico (ABA). As raizes sdo responsaveis pela
sinalizacdo desse hormonio, que atinge as células-guarda via xilema e provoca o
fechamento estomatico (Kudoyarova et al. 2013). No entanto, Kholodova et al. (2006)
comprovaram que o estresse hidrico promove, inicialmente, a sinalizacdo hidraulica
oriunda das raizes. A falta de agua nas raizes diminui drasticamente a pressao hidraulica no
xilema e provoca diminuic¢éo da turgescéncia das células da folha, iniciando o processo de
fechamento estomatico.

O estudo dessas respostas estomaticas em relacdo as variacbes ambientais e
fisiologicas da planta permite compreender a tolerncia ao estresse, pois 0s estdbmatos
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possuem papel importante nas trocas gasosas, interferindo no balanco entre dgua perdida
e carbono assimilado (Chaves et al. 2003). Sendo assim, o fechamento estomatico é o
principal fator que diminui a captagdo de CO2, restringindo sua difusdo, e
consequentemente prejudicando a fotossintese (Cornic 2000; Chaves et al. 2003).

Outro fator normalmente associado ao estresse hidrico que contribui para a
diminuigdo da fotossintese é o excesso de luz incidente nas folhas. Para diminuir os danos
causados pelo excesso de luz, as plantas podem converter a luz absorvida para a etapa
fotoquimica em outros processos, tais como dissipacdo térmica ou fluorescéncia (Demmig-
adams e Adams 1996). Nessas condicfes, ha diminuicdo da dissipacdo fotoquimica (qP),
menor taxa de transporte de elétrons (ETR), e consequentemente menor rendimento
quantico efetivo do fotossistema Il (®PSII). Também se observa maior dissipacdo ndo-
fotoquimica (NPQ), indicando maior dissipacdo de calor pelas xantofilas presentes no
complexo antena, e queda na eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/ Fm), indicando
danos nos centros de reacdo (Chaves et al. 2003). Essas varidveis representam a
fluorescéncia da clorofila a e permitem compreender a eficiéncia fotoquimica das plantas
(Santos et al. 2013).

As caracteristicas do estresse, tais como duracdo, severidade e numero de
exposicdes, interferem nas respostas fisiologicas das espécies vegetais (Chaves et al. 2003)
e permitem entender como 0s principais processos metabolicos e bioquimicos sdo afetados.
A maioria dos estudos enfoca o estresse hidrico severo, que normalmente resulta em queda
da fotossintese e perturbacdo do metabolismo momentos antes do ponto de murcha
permanente (Shao et al. 2008). Outro tipo de estresse estudado é o estresse severo
progressivo, onde fornecimento de agua é suprimido até que os sinais de morte da espécie
vegetal aparecam. Segundo Flexas et al. (2006a), esse tipo de estresse normalmente é
utilizado para estudar os genes envolvidos na tolerancia a seca, esclarecendo respostas
fisiolégicas e moleculares. Porem, em condi¢fes naturais a falta de dgua frequentemente
ocorre durante diferentes fases de desenvolvimento da planta, de forma sazonal, por curtos
periodos e permite que espécies tolerantes a seca sobrevivam e completem seu ciclo de vida
(Harb et al. 2010). Isso explica a necessidade de se estudar o estresse hidrico moderado,
mantendo-as em nivel subletal para as plantas (Harb et al. 2010).

Sendo assim, a severidade da seca interfere em mecanismos que levam a
aclimatacdo, e posterior adaptagdo da planta ao estresse hidrico (Kudoyarova et al. 2013).
De qualquer forma, o conjunto de respostas a seca ndo depende somente da capacidade de
aclimatacdo, mas também da capacidade de recuperacdo apés o periodo de reidratagdo. A

recuperacdo da espécie vegetal esta intimamente relacionada com a completa recuperagéo



das taxas fotossintéticas. Sendo assim, respostas estomaticas apds a reidratacdo devem
possibilitar a abertura estomética, permitindo que as trocas gasosas e taxas fotossintéticas
ocorram de forma semelhante aquelas observadas antes do estresse. Essa recuperacao
fotossintética parece depender do grau e da velocidade do declinio da fotossintese durante
0 periodo de estresse hidrico (Flexas et al. 2006a). No entanto, estudos que avaliam a
capacidade de recuperacdo ap6s diferentes intensidades de estresse hidrico, bem como
investigam quais varidveis fisiolégicas limitam a recuperacdo, sdo escassos e necessitam
maior atencdo (Flexas et al. 2006a).

Além da investigacdo das mudancas fisiologicas durante o estresse hidrico e o
processo de recuperacdo, faz-se necessario a investigacdo da alteracdo da expressdo de
diversos genes que sdo responsaveis pela codificacdo de proteinas envolvidas com a
tolerancia das plantas (Silva et al. 2013). De acordo com 0s mesmo autores, dentre essas
proteinas estdo as aquaporinas (AQPS).

As AQPs sdo proteinas que tém como funcéo facilitar e regular a passagem de agua
passivamente entre as membranas (Lian et al. 2004), sendo responsaveis por até 85% do
transporte de agua nos vegetais, regulando o componente radial deste transporte em raizes e
folhas (Maurel et al. 2008). Logo, a presenca das AQPs na membrana é essencial quando
altas taxas de transporte de &dgua sdo requeridas, como por exemplo, durante captacdo de
agua pela raiz, alongamento celular e movimento dos estdmatos (Kaldenhoff et al. 2008).

O papel das AQPs no transporte de agua tem sido comprovado através de sua
expressao em Xenopus laevis, e 0s mesmos trabalhos indicam que além de agua, algumas
AQPs podem transportar outras moléculas pequenas como glicerol e ions (Tyerman et al.
2002). Em adicdo, com a descoberta da localizagdo subcelular da NtAQP1 na membrana
dos cloroplastos, Uehlein et al. (2008) demonstraram o importante papel fisiologico dessas
proteinas em facilitar o transporte de CO2 para o seu sitio de assimilagdo no estroma dos
cloroplastos. Esse e outros estudos (Terashima e Ono 2002; Flexas et al. 2006b; Uehlein et
al. 2003) vém ressaltando a capacidade das AQPs em alterar a condutancia das células do
mesofilo foliar devido essa funcéo transportadora de CO2.

AQPs fazem parte da super familia MIP (proteinas intrinsecas de membrana) e séo
classificadas em cinco sub-familias: proteinas intrinsecas da membrana plasmatica (PIPs),
proteinas intrinsecas do tonoplasto (TIPs), proteinas NOD26 (NIPs), proteinas intrinsecas
béasicas (SIPs) e proteinas ndo caracterizadas (XIPs) (Danielson e Johanson 2008). Devido a
distinta localizacdo subcelular e perfil de regulacdo, PIPs e TIPs apresentam-se como
principais AQPs relacionadas a regulacdo do transporte de agua através da membrana

plasmatica e tonoplasto do vacutolo, respectivamente (Chrispeels e Maurel 1994). Nas
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folhas, assim como nas raizes, a regulacdo das PIPs controla o0 movimento radial de agua,
enquanto que as TIPs determinam o padrdo de ajuste osmético entre vacuolo e citoplasma
(Javot e Maurel 2002). Em Sorghum bicolor, a subfamilia TIP é dividida em cinco
subgrupos (TIP1 até TIP5) e a subfamilia PIP em dois subgrupos (PIP1 e PIP2) (Reddy et
al. 2015), sendo a PIP1 menos eficiente no transporte de dgua do que a PIP2 (Tyerman et
al. 2002).

Os estudos moleculares envolvendo andlise de expressdo de AQPs e relacdes
hidricas na planta vém melhorando a compreensdo dos mecanismos envolvidos no
transporte de agua, particularmente, nas raizes (Maurel et al. 2008). Por exemplo, estudos
de condutividade hidrdulica em raizes de sorgo (Liu et al. 2014), absor¢do de agua pelas
raizes de cevada (Knipfer et al. 2011) e regulacéo do transporte de agua por pH citosélico
em raizes de Arabidopsis (Tournaire Roux et al. 2003). No entanto, o papel AQPs na
regulacdo do transporte de dgua e outras substancias em processos fisioldgicos da folha sdo
escassos (Maurel et al. 2008). Por exemplo, o trabalho mais completo sobre aquaporinas em
sorgo, Reddy et al. (2015) estudaram quatro 6rgédos diferentes, mas ndo descreveu as AQPs
em folhas adultas.

O papel das aquaporinas em processos fisioldgicos da planta também tem sido
desvendado através de estudos com estresse hidrico (Vandeleur et al. 2009; Silva et al.
2013; Ocheltree et al. 2014). No entanto, esses estudos encontram resultados diversos,
apresentando aumento, diminui¢do ou nenhuma alteracdo na expressdo das AQPs (Tyerman
et al. 2002). Para alguns pesquisadores, 0 aumento na expressdo das AQPs melhora a
capacidade das plantas em sobreviver com o estresse hidrico, outros acreditam que a
inativacdo dessas proteinas esteja associada com a diminuicdo de perdas excessivas de agua
(Gaspar 2011). Outra explicacdo para a ocorréncia desses resultados diversos é a diferenca
no tempo e na intensidade do estresse hidrico, que podem afetar a expressao (Galmés et al.
2007a), bem como se ha ou ndo adaptacdo a seca (Lian et al. 2004).

Em adicdo, a funcdo das AQPs na recuperacdo do estresse hidrico ainda ndo foi
claramente revelada, podendo atuar como reguladores positivos ou negativos no processo
de recuperacédo (Jang et al. 2013). Por exemplo, os mutantes de Arabidopsis com expressao
reduzida de PIP1 e PIP2 submetidos a estresse hidrico ndo diferiram do controle nas
variaveis fisioldgicas analisadas. No entanto, durante o processo de recuperacdo, 0S
mutantes recuperaram mais lentamente seus valores de condutividade hidraulica, taxa de
transpiracdo e potencial da agua da folha do que as plantas controle (Martre et al. 2002).
Em contraste, a super expressao de PIP1;2 compromete a toleréncia ao estresse no tabaco,

levando-o a morte (Aharon et al. 2003).



Portanto, a investigacdo dos efeitos fisiologicos e moleculares nas respostas a
diferentes intensidades de estresse e posterior recuperacdo permite compreender a
capacidade de aclimatacdo das plantas e consequentemente a tolerdncia ao estresse hidrico.
O objetivo do nosso trabalho foi avaliar como as AQPs participam do processo de
recuperacdo fisioldgica das folhas apos diferentes intensidades de deficiéncia hidrica. Sendo
nossa hipotese que as AQPs estdo associadas com 0 processo de recuperacdao hidrica da

folha e com a retomada da condutancia estomatica.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material bioldgico

Plantas jovens de Sorghum bicolor L. (Moench) (sorgo), do tipo sacarino, variedade
BRS-511, foram utilizadas para o nosso estudo porque o sorgo é considerado uma espécie
tolerante a periodos de estresse hidrico (Fracasso et al. 2016). Suas caracteristicas diante da
seca 0 tornam um dos alimentos mais importantes em regiGes aridas e semiaridas do mundo
(Sanchez et al. 2002), sendo foco de diversos estudos sobre tolerdncia a seca e
produtividade (Fracasso et al. 2016). Além disso, a espécie tem genoma quase todo
sequenciado por este ser relativamente pequeno e possuir elevada densidade genética
(Sanchez et al. 2002), permitindo o uso de técnicas moleculares. E por isso, muitos
programas de melhoramento genético vém estudando sorgo para tentar elucidar os
mecanismos envolvidos na melhora da produtividade agricola diante das mudancas
ambientais atuais (Fracasso et al. 2016).

2.2. Local do experimento

Casa de vegetacdo do Departamento de Boténica, Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP - Campus de Botucatu/SP. A casa de vegetacdo possui sistema
controlado com umidade relativa do ar de 50 - 70%, temperatura de 25 - 29°C e DFFF até
800 pumol m™2s™L.

2.3. Determinacdo dos tratamentos

ApoOs realizarmos estudo preliminar com Sorghum bicolor, determinamos as
porcentagens de dgua em 45% e 30% para deficiéncia hidrica moderada (DHM) e severa
(DHS), respectivamente. Ndo controlamos a porcentagem de agua no solo das plantas em
deficiéncia hidrica progressiva severa (DHSP) e atingiu valores menores que 30%.

2.4. Preparo do solo e condigdes de crescimento

Utilizamos o solo do tipo médio, caracterizado entre argiloso e arenoso. O solo foi
devidamente preparado quanto & secagem, adubacdo e correcdo quimica do pH. Para

sabermos o0 peso inicial de cada vaso antes de adicionarmos agua, colocamos a mesma



quantidade de solo (10 Kg) em cada vaso, e pesamos cada vaso utilizado. Para obtermos o
peso dos vasos em capacidade de campo, pesamos todos 0s vasos no dia seguinte da adi¢do
de &gua, logo pela manh& (Thameur et al. 2012). O solo em cada vaso foi mexido para
evitar a compactacdo enquanto as sementes de sorgo se desenvolviam em placas de
crescimento de isopor com substrato vegetal. Apds 15 dias, as plantas jovens foram
transplantadas para os vasos apresentando 2 a 3 folhas completamente expandidas.

2.5. Delineamento experimental e coleta de dados

Mantivemos todas as plantas em capacidade de campo até o inicio do experimento.
No primeiro dia de experimento, 45 dias ap0s a semeadura, as plantas apresentavam
aproximadamente seis folhas completamente expandidas e 65,3 cm + 1,9 de altura e foram
separadas por sorteio em quatro tratamentos: controle (C), que permaneceu em capacidade
de campo por todo experimento; deficiéncia hidrica moderada (DHM), que teve o
fornecimento de agua interrompido inicialmente até atingir 45% de agua no solo, a qual foi
mantida até o final do estresse hidrico; deficiéncia hidrica severa (DHS), que teve o
fornecimento de &gua interrompido inicialmente até atingir 30% de agua no solo, a qual foi
mantida até o final do estresse hidrico; e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP),
que teve seu fornecimento de agua interrompido até o final do periodo de estresse hidrico.
Controlamos a porcentagem de agua no solo pela pesagem dos vasos, de acordo com Lou et
al. (2011). E determinamos o final da deficiéncia hidrica (dia 20) quando as plantas em
DHSP apresentaram sinais de murcha permanente, de acordo com as variaveis
ecofisioldgicas analisadas. Ao final da deficiéncia hidrica, reidratamos todas as plantas até
capacidade de campo, mantendo-as assim até o final de experimento. Definimos o final do
experimento pela total recuperacdo das plantas submetidas ao estresse (dia 32). Veja na
figura 1 um esquema desse delineamento.

Durante o periodo de estresse hidrico, em cada tratamento, fizemos medicGes de
trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a duas vezes por semana, potencial da agua
(folha e solo) e conteudo relativo de agua das folhas uma vez por semana, e também coleta
de folhas para analise genética no Gltimo dia de estresse hidrico. Apds a reidratacdo, em
cada tratamento, realizamos cinco dias de coletas: 24h, 48h, 72h, 144h e 288h. Em cada um
desses dias analisamos trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, potencial da agua
(folha), conteddo relativo de agua, e coletamos folhas para analise genética. Para anélise de
crescimento, coletamos massa seca das plantas e medimos area foliar no Gltimo dia de
estresse hidrico (dia 20) e no ultimo dia de experimento (dia 32).

Para realizarmos tais coletas, utilizamos 140 vasos organizados aleatoriamente

dentro da casa de vegetacdo para evitar diferencas dependentes da localizagdo entre os
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grupos. Foram 35 vasos para cada tratamento: 5 vasos para medicOes das trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a durante todo experimento e 30 vasos para as demais variaveis

citadas acima, havendo amostras destrutivas em cada dia de coleta.

2.6. Variaveis ecofisiologicas analisadas

Relacgdes hidricas: coletamos contetdo relativo de agua da folha (CRA) de cada
amostra em forma de retdngulo e pesamos imediatamente para obtencdo do peso fresco
(PF). Em seguida, colocamos as amostras em placas de Petri, com papel de filtro, imersas
em &gua deionizada e acondicionadas por 24 horas a 5°C para reidratacdo de acordo com
Elsheery e Cao (2008). Apos esse periodo, pesamos as amostras obtendo o peso targido
(PT) e em seguida levamos para estufa (temperatura ~ 60°C até peso constante), obtendo
peso seco (PS). Utilizamos balanca de precisdo de 0,0001 g para determinacédo dos PF, PT e
PS. Determinamos o CRA de acordo com Smart e Bingham (1974), utilizando-se a formula:
CRA (%) = (PF-PS) / (PT-PS) X 100. Medimos o potencial da &gua foliar (¥w da folha,
MPa) através das folhas coletadas e posteriormente analisadas em Analisador de Potencial
Agua com Controlador de Temperatura, WP4-T. As analises aconteceram logo apés a
coleta do material bioldgico nos horérios de pré-manhd (6 horas) e meio dia (12 horas).
Com o0 mesmo equipamento, medimos o potencial da 4gua do solo ao meio dia. Calculamos
a condutividade hidraulica da planta (Kpanta) de acordo com Tsuda e Tyree (2000),
utilizando os valores de Ww do solo, Ww da folha e taxa de transpiragéo (E).

Trocas gasosas: realizamos as avaliagdes de trocas gasosas utilizando
equipamento com sistema aberto de fotossintese com analisador de CO2 e vapor d’agua por
radiacdo infra- vermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA). Realizamos as medidas no
periodo das 10:00 as 11:00 horas em dia ensolarado, selecionando uma planta de cada
repeticdo (totalizando cinco repeti¢cdes), nas quais escolhnemos e padronizamos as 22 ou 32
folhas com limbo totalmente expandido. Medimos taxa de transpiracdo (E, mmol vapor

d’agua m™ s, condutancia estomatica (gs, mol m? s?), taxa de assimilacdo de CO2 (Anet,

pumol m? s%) e concentragéo interna de carbono (Ci, pmol mol'l) na intensidade de

1500 pmol/m?s de densidade de fluxo de fdtons fotossintéticos (DFFF). Também
calculamos a eficiéncia do uso da agua (A/E, pmolCO, mmol™H,0) e eficiéncia aparente
de carboxilagio (A/Ci, mol m?s™).

Fluorescéncia da clorofila a: cobrimos as folhas com papel aluminio, sendo

mantidas no escuro durante aproximadamente 30 minutos, antes de obtemos as variaveis da

fluorescéncia da clorofila a com auxilio do fluordbmetro PAM — Junior. Avaliamos os
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parametros durante o periodo da manha, entre 9 e 11 horas, sem precipitacdo. As variaveis
fotoquimicas calculadas foram: a eficiéncia quantica maxima do PSII (Fv/Fm), rendimento
quantico efetivo do PSII (®PSII = AF/Fm"), taxa de transporte de elétrons (ETR = AF/Fm'x
DFFF x 0,5 x 0,84), dissipacao fotoquimica [qP = (Fm'-Fs)/(Fm'-Fo')] e a dissipacdo néo-
fotoquimica [NPQ = (Fm-Fm')/Fm'] (Maxwell e Johnson 2000). Para a estimativa ETR,
usamos 0,5 como a fracdo de energia de excitacdo distribuida entre os fotossistemas, e 0,84
como a fracdo de absorcao de luz (Baker 2008).

Anélise de crescimento: coletamos todas as folhas, fotossinteticamente ativas, das
amostras para calcular a area foliar (AF —dm?) com o auxilio do Area Meter. Para obtermos
a massa seca (MS - g) das amostras, coletamos todas as folhas, caule e raizes. Em seguida,
levamos para estufa (temperatura = 60°C) até peso constante. Utilizamos balanca de
precisdo de 0,0001 g para determinacdo do peso seco total. Com os dados de AF e MS,

calculamos éarea foliar especifica (AFE = AF/ PS folha).

2.7. Analise da expresséo génica

Determinacdo das AQPs: selecionamos as AQPs presentes na folha, sendo elas
PIP1;5 presente no mesofilo da folha, no sistema vascular foliar e células-guarda (Coupe et
al. 2006); PIP2;2 identificada em células-guarda (Heinen et al. 2009); TIP1;1 estudada em
resposta a seca e expressa em toda estrutura da folha (Alexandersson et al. 2005).

Isolamento e quantificacdo do RNA total: coletamos folhas em estagio de
desenvolvimento semelhante aquelas utilizadas para determinar o CRA e gs nos dias
descritos no item 2.6. Coletamos trés amostras por tratamento, congelamos imediatamente
em nitrogénio liquido e armazenamos em freezer a -80°C até a extragao.

Realizamos o isolamento do RNA total com kit Spectrum Plant RNA (Sigma
Aldrich), seguindo as recomendacdes do fabricante. Tratamos as amostras com On-Column
DNase | Digestion Set, seguindo as recomendacdes do fabricante, para a remocao total do
DNA gendmico das amostras. Em seguida, quantificamos o RNA presente nas amostras
com NanoDrop, e todas as amostras apresentaram no minimo 40ng de RNA/mL, quantidade
minima necessaria para a sintese de cDNA. Além disso, verificamos a integridade das
amostras por eletroforese em gel de agarose 2% corado com Syber Green, em tampéo de
corrida, com tensdo constante de 120V. Confirmamos a auséncia do DNA genémico
realizando PCR convencional, de acordo com o Kit Gotaq Colorless Master Mix, com 0s
iniciadores especificos para gene endégeno RNA robossomal 18S.

Sintese de cDNA: utilizamos o RNA total, tratado com a enzima DNasel, para a

construcdo da primeira fita de cDNA. Para cada amostra, utilizamos 500ng de RNA e a
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sintese do cDNA foi realizada com o kit RevertAid RT (Thermo Fisher). Adicionamos ao
RNA 1pL de primer randdmico. Incubamos as amostras a 65°C por 5 minutos. Em seguida,
adicionamos 4pL de 5x Reaction Buffer, 1 pL de inibidor de RNase Ribulock (20u/ uL), 2
pML de 10mM dNTP Mix e 1 pL da enzima RevertAid RT (200u/ pL), exatamente nessa
ordem. O
volume final da reacdo foi de 20uL. Incubamos as reagdes 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 reagdes a -
20°C.

RT-gPCR: primeiramente desenhamos os iniciadores especificos necessarios (tabela
2) para as reacOes de amplificacdo. Desenhamos os iniciadores especificos baseados nas
sequéncias de genes identificadas, levando em consideracdo caracteristicas como Tm
(temperatura de fusdo), a formacdo de dimeros (cross-dimers e self-dimers) e a formacéo de
estruturas secundarias (harpins), analisando-os no software PCR Primer Stats

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr primer stats.html).

Realizamos as reacbes de amplificacdo gPCR com volume final de 20uL.
Utilizamos 2uL de cDNA puro, 0,6uL de cada iniciador (300nM) para os genes PIP2;2,
TIP1;1; e o normalizador 18S, enquanto que para o gene PIP1;5 usamos 0,5uL de cada
iniciador (250nM), 10uL GoTaq gPCR Master Mix (Promega) e completamos com agua
nuclease free ao volume final. A amplificacdo ocorreu em termociclador 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems). Programamos a amplificacdo com 95°C por 5min
e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 min a 60°C. Todas as reacdes foram feitas em

duplicatas técnicas e possuiam uma amostra controle contendo somente agua nuclease free.

2.8. Analise de dados

Submetemos todos os resultados ecofisioldgicos obtidos ao teste de normalidade.
Em seguida, realizamos as comparacdes estatisticas pela analise de variancia mdaltipla
(ANOVA), complementado com teste de Tukey. Definimos a significancia estatistica em
P<0,05. Para os parametros da fluorescéncia da clorofila a, realizamos a estatistica citada
nos valores obtidos na maxima intensidade da curva de luz emitida pelo fluorémetro (1500
pmol/m2s).  Mostramos a dependéncia da luz incidente de cada um desses parametros
tracando os valores de cada parametro contra DFFF. Para ajustar a curva de ®PSll e P
utilizamos a funcdo de decaimento exponencial com dois pardmetros. Para ajustar a curva
de crescimento de ETR e NPQ utilizamos o exponencial com tendéncia ao maximo.

Para a andlise da expressdo génica, utilizamos o metodo da quantificacdo relativa,

pois a transcricao do gene foi expressa em relacdo aos transcritos de outro gene denominado
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gene normalizador, que possui expressdo constante (igual a 1). Escolhemos o gene
Ribossomal 18S como gene normalizador (Cook et al. 2010). Realizamos o célculo da
expressao relativa de acordo com Pfaffl e Hageleit (2001), em que a razdo de expressao
relativa dos genes alvo ¢ calculada baseada na sua eficiéncia e na diferenga de Ct (ACt -
threshold cycle) entre tratamento e controle. A eficiéncia € calculada baseada no slope dado
pela curva padréo de dilui¢cGes de cada gene (10, 1, 0.1, 0.01 e 0.001 para os genes alvo e
0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 e
0.00001 para o gene normalizador) na PCR tempo real. Utilizamos Relative Expression
Software Tool (REST 2009 — Qiagen) para analisar diferencas estatisticas (p<0,05) entre

tratamento e controle.

3. RESULTADOS

3.1. Relacdes hidricas

O potencial da &gua do solo (¥w solo) ndo diferiu entre DHM (-0,00 + 0 MPa) e
controle (-0,00 £ 0 MPa), porém diminuiram bruscamente no solo dos tratamentos DHS e
DHSP na ultima semana do periodo que determinamos como deficiéncia hidrica,
apresentando diferenca dos demais tratamentos no dia 19 (Anexo 1). Esses tratamentos
apresentaram valores de —7,22 + 0,30 e -7,38 = 0,35 MPa, respectivamente, indicando solo
seco e com baixa disponibilidade de agua para as plantas.

Acompanhando a queda do Ww solo em DHS e DHSP, as plantas desses tratamentos
apresentaram valores de Ww foliar diminuidos durante a deficiéncia hidrica, sendo
diferentes do controle e DHM (Figura 2). Tanto o Ww foliar PD quanto Ww foliar MD
foram reduzidos em DHS e DHSP atingindo valores proximos a -2,6Mpa (Figura 2; Anexo
2). Ainda na figura 2, apresentamos a queda dos valores de CRA foliar das plantas de DHS
e DHSP, atingindo no final da deficiéncia hidrica 59,8% e 54,5% no MD, respectivamente.
Os valores de K, apresentaram o mesmo padrdo de respostas. Os valores de Kpjanta
diminuem nas plantas de DHS e DHSP, mas se mantém elevados nas plantas de DHM
(Figura 2). Esses resultados indicam estresse nas plantas de DHS e DHSP.

Apos a reidratacdo, as variaveis Ww da folha e CRA (Figura 2) recuperaram em 24
horas nos tratamentos que apresentaram queda dessas variaveis durante a seca. Porém, a

recuperacao da Kplanta s6 ocorreu 144 horas apos a reidratacéo (Figura 2).

3.2. Trocas gasosas
Assim como as varidveis de relacdes hidricas, as plantas em DHS e DHSP

apresentaram reducdo da gs e E (Figura 3) quando o solo desses tratamentos atingiu
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aproximadamente 30% de agua no solo (dia 17). Como resultado da diminuicdo da abertura
estomatica, houve aumento de Ci e redugdo nos valores da ANet, A/E, e A/Ci (Figura 3),
pois o inicio da alteracdo dessas variaveis ocorreu no mesmo dia em que as plantas
apresentaram pela primeira vez a queda da gs (dia 17). No final do periodo de seca, em
relacdo ao controle, as plantas de DHS apresentaram aumento de 4 vezes da Ci e reducédo da
ANet, A/E e A/Ci em 99,5%, 85,6% e 99,8%, respectivamente, e as plantas de DHSP em
98,4%, 59,6 % e 99,7%,
respectivamente, e apresentaram aumento de 3 vezes da Ci (Anexos 3 a 8). As plantas em
DHM ndo diferiram do controle em nenhuma das varidveis citadas (gs, A, E, Ci, A/Ci e
AJE) durante todo o periodo de estresse hidrico (Figura 3).

Quanto a reidratacdo, como as plantas em DHM ndo apresentaram diferencas do
controle durante todo experimento, descrevemos a seguir a recuperagdo somente das plantas
em DHS e DHSP. Apos 24 horas do fornecimento de &gua, as plantas em DHS e DHSP
apresentaram recuperacdo de 20% da gs, e consequentemente recuperacdo de E em 23,3% e
18,8%, respectivamente, e de Anet em 24,3% e 19,1%, respectivamente (Figura 3; Anexos 3
a 5). Como consequéncia dessas pequenas recuperacoes, houve recuperacdo completa de Ci
(Figura 3). Apds 48 horas, com Ci completamente recuperada, gs recuperada em 43,8%
(DHS) e 28,6% (DHSP), Anet recuperada em 45% (DHS) e 28,2% (DHSP) e E em 42,4%
(DHS) e 24,7% (DHSP) houve recuperacdo completa da A/E (Figura 3). Apos 72 horas,
houve recuperacdo dos valores A/Ci, indicando que baixos valores de Ci e recuperacdo de
aproximadamente 50% da Anet Sd0 suficientes para total recuperacdo dessa variavel.
Somente ap6s 144 horas da reidratacdo ocorreu a recuperacdo total da gs, e

consequentemente da ANet e da E (Figura 3).

3.3. Fluorescéncia da clorofila a

As plantas em DHM apresentaram mantiveram seus valores de ®PSII elevados,
atingindo valores até maiores que o controle no dia 19 (Figura 4). As plantas em DHS e
DHSP apresentaram reducdo dessa variavel ao final da deficiéncia hidrica, e também nos
valores de gP, ETR (Figura 4) e Fv/Fm (Figura 5). Os dados de NPQ nas plantas desses
tratamentos se mantiveram em nivel do controle (Figura 4).

Apols a reidratacdo, em 48 horas, todos 0s parametros estavam recuperados
completamente nas plantas em DHS e DHSP (Figura 4 e Figura 5).

3.4. Analise da expressao génica de aquaporinas

Ao final de deficiéncia hidrica, podemos observar que as plantas em DHS e DHSP
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apresentaram baixa expressao dos genes PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 (Figura 6). As plantas em
DHM ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao controle na expressdo desses
genes (Figura 6). Porém, devemos ressaltar que com valores de expressdo de PIP1;5 e
TIP1;1 préximos a 2, podemos inferir que biologicamente ha aumento da expressdo desses
genes nas plantas em DHM ao final da deficiéncia hidrica (Figura 6). Esses resultados
indicam que essas AQPs respondem diferentemente a intensidade do estresse ao qual a
planta esta submetida.

Apos a reidratacdo, as plantas do DHM mantiveram aumento da expressao da
TIP1;1 e a expressdo das PIPs ainda permanece com valores elevados (Figura 6). Apos 48
horas, ocorreu diminuicdo significativa da expressdo de todos 0s genes, que recuperaram
seus valores no dia seguinte (ap6s 72 horas da reidratacdo) mantendo seus niveis de
expressao assim até o final do experimento (Figura 6). As plantas em DHS mantiveram a
baixa expressao de pelo menos uma das AQPs analisadas até 72 horas ap0s a reidratacéo,
ocorrendo recuperagdo apds 144 horas da reidratacdo (Figura 6). E as plantas em DHSP
apresentaram elevados valores de expressao de todos os genes ap6s 24 horas da reidratacao,
sendo PIP1;5 e TIP1;1 super expressadas. Porém, apds 48 horas 0s genes retornam a baixa
expressao e assim permanecem até 72 horas apds a reidratacdo. Ainda apos 144 horas a
TIP1;1 permanece com baixa expressdo, apresentando recuperacdo somente no Gltimo dia
de experimento (288 horas ap0és a reidratacdo) (Figura 6). Nossos resultados indicam que as
respostas dos trés genes de AQPs ao longo do experimento sdo iguais nas plantas de um
mesmo tratamento, ou seja, depende da condicdo de disponibilidade de agua a qual as

plantas foram submetidas durante o periodo de restri¢do hidrica.

4. DISCUSSAO

Ao final da deficiéncia hidrica somente as plantas em DHS e DHSP apresentaram
prejuizos no estado hidrico (baixos valores de Yw da folha, CRA e Kplanta — Figura 2) e na
fotossintese (baixos valores de Anet — Figura 3). A reducédo fotossintética durante o estresse
pode ocorrer devido limitacOes estomaticas e ndo estomaticas (Cornic 2000). As limitacdes
ndo estomaticas sdo caracterizadas por prejuizos no metabolismo da fotossintese, tanto na
etapa fotoquimica quanto na etapa bioquimica (Flexas 2004). Nas plantas em DHS e DHSP,
baixos valores de Fv/Fm (Figura 5), gP, ETR e ®PSII (Figura 4) indicam supraexcitagéo do
sistema fotoquimico (Souza et al. 2004), o que resulta em danos no aparato fotoquimico
(Mantoan et al. 2015) e queda na eficiéncia operacional do PSII (Baker 2008). Fracasso et
al. (2016) também encontraram prejuizos na etapa fotoquimica durante estresse hidrico em

diferentes gendtipos de sorgo. Isso nos permite concluir que prejuizos no metabolismo
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fotoquimico contribuem juntamente com as limitacfes estomaticas (baixos valores de gs —
Figura 3) para a reducéo da fotossintese em sorgo submetido ao estresse severo.

As AQPs analisadas podem ter contribuido para a limitacdo estomatica da
fotossintese nessas plantas. A reducdo na expressao das PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 em 64%,
59% e 85%, respectivamente em DHS, e em 86%, 83% e 99%, respectivamente, em DHSP
(Figura 6) implica em redugdo dréstica no movimento de agua entre os tecidos foliares
dessas plantas. Isso porque j& foi demonstrada correlacdo positiva entre condutancia
hidraulica da folha e expressao de algumas AQPs, dentre elas a PIP2;2 (Miniussi et al.
2015), bem como sabemos da capacidade das AQPs em regular o transporte de agua
transmembrana quando o fluxo de agua é critico, como em situacdo de estresse hidrico
(Hussain et al. 2011). De acordo com Hachez et al. (2008) essa diminuigcdo da expresséo
durante estresse hidrico pode ocorrer para evitar a perda excessiva de agua durante a
desidratacdo. Assim, as reducGes na expressdao dessas AQPs em DHS e DHSP podem
contribuir para menor movimento de agua ao redor das células-guarda, o que resulta em
menor abertura estomética (baixa gs — Figura 3) e diminui¢do da perda de agua (baixa E —
Figura 3). Portanto, concluimos que para o sorgo submetido ao estresse severo a agua € um
fator limitante que modula a expressdo de AQPs. E que 30% de agua no solo reduz a
expressdo de AQPs significativamente em relacdo ao controle (Figura 6), o que contribui
para as alteracdes fisioldgicas ocorridas durante a seca.

Nas plantas em DHM, o aumento na expressao das AQPs no final da deficiéncia
hidrica contribui para a melhora do movimento de agua entre os tecidos foliares (Figura 2),
0 que permitiu a manutencdo do estado hidrico (altos valores de Ww da folha, CRA e
Kplanta), gs e demais variaveis ecofisioldgicas (Figuras 3, 4 e 5) quando comparado com
controle. Isso é possivel porque em plantas sob estresse moderado ocorre o crescimento das
raizes e melhora da condutividade hidraulica resultando em aumento da capacidade do
sistema radicular em prover agua para a parte area (Kudoyarova et al. 2013). Assim, de
acordo com os autores, ha manutencdo do contetido de &gua dos tecidos em nivel 6timo, e
consequentemente gs permanece inalterada, mantendo as trocas gasosas e a fotossintese em
niveis normais. As AQPs analisadas nesse trabalho podem ter contribuido para o
movimento de &gua na parte area, pois 0 aumento na expressao dessas AQPs pode estar
relacionado com a condutancia hidraulica foliar e redistribuicdo hidraulica na planta
(Miniussi et al. 2015) . Reforcamos Chaves et al. (2009) ao demonstrar que mesmo sob
estresse moderado ha rapida alteracdo nas expressdes de genes envolvidos nas mudancas
fisiolégicas. Concluimos que com 45% de agua no solo a modificagdo da expressdo de

AQPs nas plantas em DHM, mesmo sem diferenca significativa em relacdo ao controle
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(Figura 6), contribui para os valores de trocas gasosas e fotossintese significativamente
iguais ao controle (Figura 3).

Durante a recuperagdo apoOs diferentes intensidades de deficiéncia hidrica
observamos padrdes nas respostas dos genes de AQPs. Esse padrdo € dependente da
intensidade do estresse hidrico e ndo da especificidade da AQP analisada (Figura 6). Sabe-
se que as AQPs sdo importantes no processo de reidratacdo (Martre et al. 2002), pois a
passagem da agua é necessaria entre membranas celulares para que o processo de
recuperacdo da planta aconteca (Hachez et al. 2006). Assim, o padrdo encontrado nas
respostas de AQPs pode influenciar diferentemente nas respostas fisioldgicas ocorridas
durante a recuperacao ap6s diferentes intensidades de deficiéncia hidrica, principalmente
nos ajustes relacionados a manutencao do estado hidrico vegetal.

Apbs 24 horas de reidratacdo, as plantas em DHM e DHS nédo apresentaram
alteracdo nos niveis de expressdo de PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 (Figura 6). A agua ndo
sinaliza para a expressdo desses genes em plantas cultivadas com controle da reposicao de
agua no solo (Figura 6). Apesar das AQPs ndo exibirem expressdo diferente do ultimo dia
de seca em 24 h de reidratacdo, DHM manteve o status hidrico igual ao tratamento controle
e DHS apresentou recuperacdo de CRA e Ww da folha (Figura 2). Galmes et al. (2007a)
ressaltam que as diferencas encontradas nas expressdes das diversas isoformas de AQPs
permitem que as plantas respondam de maneira diferente as variacdes ambientais, sendo
capazes de manter o estado hidrico basico. Zarrouk et al. (2015) também ndo encontraram
alteracdo na expressdo de TIP1;1 apds a reidratacdo. Esses autores afirmam que nesse caso
TIP1;1 pode estar envolvida com outras funcbes que nédo a fungédo de recuperacgéo do estado
hidrico. Em adic¢do, essas AQPs podem estar envolvidas no processo de outras recuperagdes
fisiolégicas (Alexandersson et al. 2005), como por exemplo manutencao de baixa abertura
estomatica em DHS (Figura 3).

Nas plantas em DHSP (sem reposicdo de agua e atingindo valores menores que
30%), a reposicdo da agua no solo sinaliza e promove super expressao de todos 0s genes
analisados, alcancando valores até 3 vezes maior que o controle (Figura 6). Alexandersson
et al. (2005) e Galmés et al. (2007b) também encontraram aumento da expressao dessas
proteinas nas folhas de diferentes especies durante a recuperacdo do estresse hidrico,
ressaltando o papel dessas proteinas na recuperacdo. Kaldenhoff e Fischer (2006)
elucidaram o papel das PIPs, sendo as PIP1 mais envolvidas com transporte de pequenos
solutos e gases, incluindo CO2, e as PIP2 parecem ser mais eficientes no transporte de agua.
Assim, a super expressao das PIP1;5 e PIP2;2 ap0s 24 horas da reidratacdo contribui para

recuperacdo hidrica efetiva (Figura 2), ao melhorar o movimento de agua entre os tecidos,
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bem como para a recuperacédo de Ci (Figura 3), ao diminuir a resisténcia de difusdo do CO2
no mesofilo foliar. Essa melhora na difusdo do CO2 pode aumentar a capacidade
fotossintética, o que resulta em melhora na A/E (Hachez et al. 2006).

Em adicdo, destacamos a importancia da melhora na etapa fotoquimica (recuperacéo
de gP e ®PSII — Anexo 8) para a recuperagdo de Ci e melhora de A/E até esse momento da
reidratacdo. O funcionamento operacional eficiente do PSII (elevados valores de ®PSII)
representa diminuicdo dos prejuizos metabolicos na etapa fotoquimica. Isso aumenta
disponibilidade de energia quimica para a etapa bioquimica, resultando em melhora de
ANet (Raki¢ et al. 2015). Essa melhora na assimilagdo de carbono contribui para a queda de
Ci (Raki¢ et al. 2015) e aumento de A/E.

Apds 48 horas de reidratacdo, ocorre baixa expressdo de todas AQPs nas plantas de
todos os tratamentos (Figura 6). Nas plantas em DHM e DHSP, a redugéo pode ocorrer
como consequéncia das elevadas expressdes nos dias anteriores, caracterizando feedback
negativo na regulacdo da expressdo das AQPs analisadas. Nesse caso, 0s produtos da
transcricdo desses genes sinalizam para a modulacdo da transcricdo. Em condicGes
ambientais desfavoraveis, fatores de transcricdo podem regular a transcri¢cdo dessas AQPSs,
modulando as ligages nos sitios promotores e reguladores desses genes (Wang et al. 2003).
Rodrigues et al. (2013) ao estudarem AQPs também encontraram reducdo na expressao
génica ap0s uma super expressao. Porém, isso nao explica a manutencédo da baixa expressao
nas plantas em DHS onde ndo observamos modificacOes significativas na expressao de
AQPs (Figura 6). A manutengdo da baixa expressdo das AQPs em DHS, inclusive nas
proximas horas de reidratacdo, pode ocorrer devido a lenta recuperacdo dessas proteinas ja
relatada em algumas isoformas durante a reidratacdo em uva (Pou et al. 2013).

Do ponto de vista fisioldgico, a baixa expressdo das PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 pode
contribuir para a diminuicdo do movimento de agua entre os tecidos e manutenc¢éo do turgor
das células (Alexandersson et al. 2005). Tal resposta ao nivel molecular implica na
manutencdo de &gua nos tecidos foliares para que ocorram importantes ajustes fisiologicos
da reidratacdo, tais como manutencdo do estado hidrico (Figura 2) e recuperacdo completa
de A/E (Figura 3) e da etapa fotoquimica (Tabela 4). Podemos inferir o papel das AQPs
nessas recuperagoes, pois devido a localizacdo dessas proteinas na membrana plasmatica e
no tonoplasto, elas participam de processos fisioldgicos tanto a nivel tecidual como celular
(Hachez et al. 2006). Destacamos a baixa expressdo de todas as AQPs ocorrendo
simultaneamente com a recuperagédo efetiva de ETR, o que nos permite hipotetizar que
PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 contribuam para essa recuperacdo. A diminui¢do do movimento de
agua pode ter contribuido para aumento da hidratacdo celular inclusive no sistema de
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membranas cloroplastidiais. 1sso permite a disponibilidade de moléculas de agua para
hidrélise, e transporte de elétrons, o que pode ter contribuido para recuperacao total de
ETR, resultando no funcionamento operacional eficiente do PSIl (aumento de ®PSII)
(Raki¢ et al., 2015).

Além disso, a baixa expressdo das AQPs pode estar envolvida com a manutencéo de
baixos valores de gs (Figura 3). Diversos autores afirmam a relagdo dessas proteinas com a
conduténcia hidraulica foliar (Cochard et al. 2007; Kaldenhoff et al. 2008) e a relagdo da
Kplanta com gs também tem sido reportada, inclusive em sorgo (Choudhary e Sinclair
2014; Liu et al. 2015). Perez-Martin et al. (2014) destacam relacdo mais direta entre AQPs
e gs devido a localizacéo dessas proteinas nas células ao redor da cavidade estomatica e nas
células-guarda. Logo, a diminuicdo do movimento de agua (baixos valores de Kplanta)
implica na diminui¢cdo do movimento de &gua entre as células guarda e adjacentes, bem
como diminuicdo da entrada de &gua no vacuolo das células guarda. Em adicao, ressaltamos
que TIP1;1 é altamente seletiva a &gua (Maurel et al. 1993) e tem importante papel nas
funcbes do vacuolo devido sua localizacdo no tonoplasto (Li et al. 2008). Logo, a baixa
expressdao dessa AQP contribui para a baixa turgescéncia dos vacuolos, que associada as
baixas expressdes de PIP1;5 e PIP2;2 podem limitar a abertura estomatica (baixa gs -
Figura 3).

Os valores de gs em niveis menores que o controle contribui para baixos valores de
Anet € E, porém auxilia na manutencdo da agua na planta, e permite recuperacdo de A/E
(Figura 2). Assim, demonstramos que 0 sorgo, mesmo com a presenca de agua no solo e
nos tecidos, mantém a baixa regulacdo da condutancia estomatica, impondo limitacdo
significativa na fotossintese, mas resultando em aumento da A/E, como demonstrado em
outras espécies por Gallé et al. (2007) e Galmés et al. (2007b). Porém, destacamos a
importancia da baixa expressdo das AQPs nesses ajustes fisioldgicos.

Setenta e duas horas apds a reidratacdo, o retorno da expressdo das AQPs em nivel
do controle parece depender do tipo de experiéncia de estresse pelo qual a planta foi
submetida (Figura 6). Em DHSP, todas as AQPs ainda apresentam expressdo menor que 0
controle, sendo menos responsiva quando comparado aos demais tratamentos (Figura 6).
Essa pequena expressdao das PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 de forma similar as 48 horas de
reidratacdo pode indicar que nas plantas em DHSP ainda é necessario manutenc¢éo do turgor
das celulas para que haja manutencdo de todas as variaveis que retornaram em nivel do
controle até o presente momento.

Nas 72 horas ap06s a reidratacdo também observamos recuperagdo de A/Ci nas

plantas em DHS e DHSP (Figura 3), ou seja, ndo ocorreu prontamente apos chegada de
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agua no sistema. De acordo com Ennahli e Earl (2005), quando isso acontece podemos
afirmar que houve danos no aparato fotossintético em nivel do cloroplasto, que
provavelmente contribuiram para a limitacdo fotossintética ocorrida até esse momento da
reidratacdo. Portanto, a recuperacdo bioquimica sO ocorre ap0s o reparo do aparato
fotossintético, representado pela recuperacdo efetiva da etapa fotoquimica (Mantoan et al
2015) 48 horas ap0s a reidratacdo (Figura 3). 1sso nos permite hipotetizar que o processo de
recuperacdo bioquimica depende de determinada sequéncia de eventos de recuperagdo
fisioldgica.

A recuperacdo completa das plantas em DHS e DHSP ocorreu somente 144 horas
apo6s a reidratagdo. Nesse momento, a retomada da expressdo de todas as AQPs, com
excecao da TIP1;1 no DHSP, é concomitante com a recuperacdo dos valores de gs, Anet, E,
e Kplanta. Para Choudhary e Sinclair (2014) a lenta recuperagdo da condutividade
hidraulica esta relacionada com a limitacdo de alguns mecanismos, sendo alguns deles
justamente a baixa gs e E limitada devido a alto défice de pressdo de vapor. Recentes
estudos (Ferrio et al. 2012; Flexas et al. 2012) sugerem que a &gua e a difusdo de CO2
competem pelos mesmos caminhos no mesofilo foliar. Assim, qualquer queda na
condutividade hidraulica foliar provavelmente resulta ndo somente em queda na gs, mas
também na queda da conduténcia do mesofilo ao CO2, ambos reduzindo a fotossintese. Os
resultados encontrados por nos e Pou et al. (2013) reforcam que Kplanta, gs € Anet estdo
intimamente relacionados, pois a recuperacdo dessas variaveis ocorreu lentamente e
concomitantemente. Ainda, Cochard et al. (2007) ressaltam a importancia das AQPs na
regulacdo das mudancas ocorridas na condutividade hidraulica foliar e gs. A relacdo dessas
proteinas com o movimento estoméatico vem sendo demonstrada devido a localizacdo de
algumas isoformas, incluindo a PIP2;2, nas células-guarda (Heinen et al. 2009) e a
elucidacdo da correlacdo positiva de outra isoforma, também da subfamilia PIP2, com gs
(Perez-Martin et al. 2014). Assim, concluimos que PIP1;5, PIP2;2 e TIP1;1 podem estar
envolvidas na manutencdo de baixos valores de Kplanta, gs e consequentemente E e Anet
até que a recuperacao ocorra (144 horas apoés a reidratagdo — Figura 3).

Nas plantas em DHSP, a baixa regulacdo da TIP1;1 pode contribuir para a lenta
recuperacgdo de gs, pois 0 movimento estomatico € resultado do fluxo de agua no vacuolo. E
0 tonoplasto tem envolvimento na regulagdo do fluxo de &gua das células vegetais
submetidas ao estresse (Kaldenhoff e Fischer 2006). Porém, a baixa regulacdo da TIP1;1
continua mesmo com gs ja recuperada (144 horas ap0s a reidratacdo — Figura 6 e Figura 3).
Sabendo que existem interagdes proteinas — proteinas entre diferentes membros de PIPs e

TIPs capazes de influenciar em suas atividades (Li et al. 2008; Zelazny et al. 2007),
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afirmamos que a TIP1;1 provavelmente é uma das AQPs envolvidas no controle estomatico
do sorgo submetido a DHSP, auxiliando demais PIPs e TIPs.

O padréo de expressdo ao longo do processo de reidratacdo permite postular que as
AQPs contribuem para a sequéncia de mecanismos de recuperacdo necessarios para a
retomada da etapa fotoquimica e trocas gasosas em nivel do controle. As recuperacgdes
fisiologicas em associacdo com as AQPs estudadas podem contribuem para a recuperacao
do crescimento das plantas em DHS e DHSP. Nessas plantas, os valores de AF e AFE
recuperados em nivel do controle no final da reidratacdo (Tabela 3) representam o
crescimento e indicam retorno da expansao foliar (Rodriguez et al. 2005) e da capacidade
fotossintética (Habermann et al. 2011), respectivamente. Podemaos inferir o papel das AQPs
no crescimento foliar, pois o movimento de &gua é necessario para que ele ocorra
(Kaldenhoff 2008) e estudos com mutantes super expressando AQPs apresentam aumento
no crescimento (Aharon et al. 2003; Kelly et al. 2014). No entanto, doze dias de reidratacdo
e a recuperacdo fisiologica ndo sdo suficientes para recuperar o acumulo de biomassa
vegetal (baixos valores de MST — Figura 7). Isso indica que ha lenta recuperacdo da
conversao eficiente de carbono fotossintetizado em matéria seca (Alvarez et al 2015). Este
fato vem sendo demonstrado ha anos (Ludlow et al 1980; Salekdeh et al 2002), o que
ressalta os prejuizos causados pela seca na produtividade vegetal e a importancia de se

estudar os mecanismos envolvidos no processo de recuperacao.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Nosso estudo apresenta as respostas moleculares e fisiol6gicas ocorridas em
Sorghum bicolor durante diferentes intensidades de estresse hidrico e seguinte recuperacdo
apOs a reidratacdo. Apresentamos as limitagdes que ocorrem ap6s a reidratacdo que
impedem rapida recuperacdo fotossintética dessas plantas, destacando o papel das AQPs e
da conduténcia estomatica para tal recuperacédo fotossintética. Assim, esperamos ter sanado
algumas lacunas do conhecimento sobre a recuperacéo hidrica das plantas.

Porém, destacamos aqui a dificuldade de interpretar os dados da expressdo génica
das AQPs e sua relagdo com as variaveis ecofisioldgicas, uma vez que os dados obtidos das
AQPs aqui e na literatura sdo bem diversos e muitas vezes inconclusivos. Sendo assim,
muito ainda precisa ser feito para que possamos entender o papel dessas proteinas na
recuperacdo hidrica e fotossintética das plantas. Sugerimos estudos que abranjam mais tipos
de AQPs, bem como aqueles que procuram desvendar fungdes e localizagdes especificas de

AQPs ja descobertas.
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Figura 1: Delineamento experimental realizado em plantas de Sorghum bicolor submetidas
a diferentes intensidades de deficiéncia hidrica e subsequente reidratagdo. C representa o
tratamento controle. DHM representa deficiéncia hidrica moderada. DHS representa
deficiéncia hidrica severa. DHSP representa deficiéncia hidrica severa e progressiva. A cor
azul representa solo em capacidade de campo. A cor vermelha representa interrupcdo do
fornecimento de agua (sem controle da porcentagem de agua no vaso). A cor amarela
representa controle da porcentagem de agua no solo em 45% nas plantas de DHM. A cor
laranja representa controle da porcentagem de agua no solo em 30% nas plantas de DHS. O
experimento teve inicio no dia 1, a reidratagdo ocorreu no dia 20 e o Ultimo dia de
experimento no dia 32.
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Figura 2: Rela¢des hidricas de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C), deficiéncia
hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva
(DHSP) ao longo do experimento. A) Potencial da agua da folha no periodo meio-dia (¥w MD). B)
Contetdo relativo de agua das folhas no periodo meio-dia (CRA MD). C) Condutividade hidréaulica
da planta (Kpianta). A linha tracejada representa 0 momento da reidratacdo no dia 20. As setas indicam
0 momento da recuperacdo de cada varidvel em nivel do controle. * representa diferencas
estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0,05).
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Figura 3: Trocas gasosas de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C), deficiéncia
hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva
(DHSP) ao longo do experimento. A) Concentragdo interna de carbono (Ci). B) Eficiéncia do uso
da agua (A/E). C) Eficiéncia aparente de carboxilacdo (A/Ci). D) Assimilacdo de CO- (A). E) Taxa
de transpiracdo (E). F) Condutancia estomatica (gs). A linha tracejada representa 0 momento da
reidratacdo no dia 20. As setas indicam o0 momento da recuperagdo de cada variavel em nivel do
controle. * representa diferencas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0,05).
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Figura 4: Curvas de luz dos pardmetros da fluorescéncia da clorofila a em Sorghum bicolor no final
da deficiéncia hidrica (dia 19) (A-D) e quando houve a recuperacdo desses parametros apds a
reidratacdo (ap0s 48 horas da reidratacdo) (E-H). A e E) Dissipacdo fotoquimica (qP). B e F) Taxa de
transporte de elétrons (ETR). C e G) Rendimento quéntico efetivo do PSII (®PSII). D e H) Dissipacdo
ndo-fotoquimica (NPQ). C: controle. DHM: deficiéncia hidrica moderada. DHS: deficiéncia hidrica
severa. DHSP: deficiéncia hidrica severa progressiva. Somente nos graficos de A, B e C apresentam
diferencas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0,05).
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Figura 5: Eficiéncia quéntica maxima do PSIlI (Fv/Fm) de Sorghum bicolor submetido aos
tratamentos controle (C), deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e
deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento. A linha tracejada representa o
momento da reidratagdo no dia 20. A seta indica 0 momento da recuperagdo da variavel. * representa
diferencas  estatisticas, entre o0s tratamentos, por andlise de Tukey (p<0,05).
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Figura 6: Expressdo relativa dos genes de aquaporinas nas folhas de Sorghum bicolor
submetido aos tratamentos deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa
(DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento. A)PIP1;5
B)PIP2;2 C) TIP1;1. A reidratacdo ocorreu no dia 20. * representa diferenca estatistica entre
as expressdes do tratamento e do controle do dia. A expressdo do tratamento controle é
constante e igual a zero. Valores positivos indicam aumento da expressao e negativos indicam
baixa expresséo.
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Figura 7: Massa seca de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle (C), deficiéncia hidrica
moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP)
no Ultimo dia de deficiéncia hidrica (dia 20) e no ultimo dia de reidratacdo (dia 32). A) Massa seca das
raizes. B) Massa seca do caule. C) Massa seca das folhas. D) Massa seca total. Letras diferentes
representam diferencas estatisticas entre os tratamentos por andlise de Tukey (p<0,05).
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Tabela  1: Iniciadores  especificos das  AQPs  selecionadas  analisados  pelo

(http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html).

Primer Sequence Tm (°C) | Dimer | GC (%)
PIP1;5 FW 5’- GGGGACGACAAGGACTACAA-3’ 63.9 No 55
PIP1;5 RV 5’- ATGACGGTGAGGATGGTGAT-3’ 64.3 No 50
PIP2;2 FW 5’- CTTCCAGAGCGCCTACTACG-3’ 63.9 No 60
PIP2;2 RV 5’- TGTAGACGAGCACGAAGGTG-3’ 64.1 No 55
TIP1;1 FW 5’- CTGGGAGTGGGGATACCAGT-3’ 65.1 No 60
TIP1;1 RV 5’- GTGGGTTTGGGAGATGAAGA-3’ 63.9 No 50



http://www.bioinformatics.org/sms2/pcr_primer_stats.html
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Tabela 2: Area foliar (AF) e area foliar especifica (AFE) de Sorghum bicolor submetido aos
tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e
deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) no ultimo dia de deficiéncia hidrica (dia 20) e no ultimo
dia da reidratagéo (dia 32).

Varidvel | Tratamento Dias de experimento
20 32
Controle 2250 +208° | 1712 +147°
AF (dn?) DHM 1769 + 89 b 1754 + 67 °
DHS 606 + 196 1043 +101°
DHSP 609 +32° 1056 + 237
Controle 217+7°% 172+ 4%
AFE DHM 190 £ 10° 134+2°
(cm?/g) DHS 81+21° 116+ 6°
DHSP 74 +3° 115 +14°

Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os tratamentos por teste de Tukey (p<0,05).




ANEXOS
ANEXO 1

Tabela: Conteddo relativo de agua (CRA) e potencial da &gua das folhas (W) no periodo de pré-manhd (PD) de Sorghum bicolor submetido aos
tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo
do experimento.
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., . Dias de experimento

Variavel | Periodo | Tratamento 11 18 5% sz 3 6* 3o
Controle 96,86 +1,41° 9350+2,25% 87,36 +0,23° 95,88 +1,31° 92,84+0,29° 89,80+ 0,94 % 96,50 +1,40°
CRA PD DHM 98,43 + 0,68 ° 92,98+3,35° 93,49 +0,49° 91,62+0,05° 95,52 +0,43° 91,59+1,21° 95,66 + 0,77 ®
(%) DHS 98,49+1,12° 62,99 +4,18° 91,26 +1,70° 90,51 +3,41° 94,59 + 0,94 ° 90,86 +1,15° 97,05+1,38°
DHSP 97,48 +1,50° 64,45+ 3,96 " 88,50 + 3,50 ° 93,35+1,94° 93,86 +1,02° 88,91 +£0,99° 93,76 +1,78°
Controle -0,69 + 0,05 ° -0,99 + 0,08 ® -1,22+0,30° -1,23+0,28° -0,82+0,11° -1,056+0,19° -1,25+0,01°
Y. DHM -0,79+0,13° -1,23+0,09 ° -0,88+0,12° -1,23+0,20° -1,00 +£ 0,05 ® -0,71+0,11° -0,92 +0,10°
(Mpa) PD DHS -0,57 +0,03° 2,06 + 0,24° -1,37 +£0,09 ® -1,01+£0,25° -1,09+0,14® -0,77 +£0,08 ® -0,98 + 0,05 ®
DHSP -0,72+0,32° -2,13+0,16° -1,69+0,41° -1,28+0,12° -0,66 +0,10° -0,9 + 0,06 ° -0,96 +0,15°

Letras diferentes representam diferencas estatisticas entre os tratamentos por teste de Tukey (p<0,05). *indicam os dias de coleta ap6s a reidratacao.
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ANEXO 2
2.1

Tabela: Condutancia estomatica (gs) (mol.m “.s =) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica
severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

GS 1 4 8 11 17 18 19 21* 20% 23* 26* 32%
Controle 0,13 + 0,08 + 0,09 + 0,09 + 0,08 + 0,11+ 0,10 + 0,05 + 0,07 + 0,07 + 0,06 + 0,06 +
0,006 0,002 0,006 0,01 0,004 0,006 0,004 0,004 0,003 0,0042 0,0042 0,004
DHM 0,13 + 0,11 + 0,09 + 0,09 + 0,04 + 0,08 + 0,08 + 0,06 + 0,06 + 0,07 + 0,06 + 0,06 +
0,009% 0,007® 0,017 0,012 0,01%° 0,005  0,005®  0,004% 0,004% 0,008? 0,005 0,004%
DHS 0,15 + 0,10 + 0,09 + 0,09 + 0,003+ 0002+ 0004+ 001+ 0,03 + 0,04 + 0,06 + 0,09 +
0,001% 0,007®  0,005% 0,004% 0,0004°  0,0007° 0,0003° 0,002° 0,006° 0,004° 0,004 0,009?
DHSP 0,15 + 0,11 + 0,10 + 0,09 + 0,006+ 0003+ 0004+ 001+ 0,02 + 0,03 + 0,06 + 0,06 +
0,009% 0,01° 0,022 0,012 0,007° 0,0004°  0,001° 0,006° 0,004° 0,006° 0,004 0,003%

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratacdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada ap0s a reidratacéo.
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ANEXO 3

Tabela: Taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua m'2 s'l) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada

(DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

E 1 4 8 11 17 18 19 21* 22* 23* 26* 32*

Controle 2,26+0,1% 1,43+0,03* 1,45+0,09*° 1,69+0,2® 1,35+0,08° 2,09+0,1*  1,83+0,07* 0,90+0,05* 0,97+0,04* 1,23+0,06* 0,86+0,06* 0,88+0,05%

DHM  2,35%0,1° 1,92#0,1° 1,35#0,2* 1,72+0,2° 0,66+0,2° 1,59+0,1* 1,43+0,07®° 1,07#0,06° 0,78+0,05° 1,16+0,1* 0,74+0,06° 0,91+0,06°

DHS  2,62+0,2° 1,76+0,1%® 1,35+0,07% 1,75+0,1* 0,06+0,01° 0,05+0,01° 0,07+0,007° 0,21+0,03° 0,41+0,08° 0,60+0,08° 0,80+0,07® 1,35+0,1"

DHSP 2,69+0,1* 1,96+0,2° 1,57+0,2° 1,80+0,2° 0,11+0,1° 0,07+0,008° 0,08+0,02° 0,17+0,08" 0,24+0,05° 0,50+0,1° 0,72+0,05° 0,97+0,05%

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratagdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada ap0s a reidratacéo.
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ANEXO 4
2.1

Tabela: Taxa de assimilagdo de CO2 (ANet, pmol m “ s =) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM),
deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

A 1 4 8 11 17 18 19 21* 22* 23* 26* 32*

Controle 24,8+15% 18,4+0,9* 17,4+0,9* 17,6+1,9° 16,0£0,9°  19,1+0,7°  20,2+1,1* 12,4+0,8* 13,1+1,0° 14,4+0,8% 12,7+0,5° 12,2+0,8°

DHM 24,6+1,5° 21,6+1,0° 16,2+42,1*° 18,8+2,3" 9,1+29° 17,1#1,3*  17,6£1,0° 14,0£05* 11,9+0,7° 13,8+1,5° 11,1+0,9° 11,9+0,9°

DHS 27,1+1,4* 21,8+41,1%* 17,1+1,0° 15,0+0,8° 0,003+0,1°° 0,11+0,07°° 0,10+0,1° 3,02+0,5° 59+1,0° 7,2+1,0° 11,3+0,6° 17,8+1,7°

DHSP 26,6+2,1° 22,6+23° 17,7+1,3* 18,0+0,7° 1,06+1,9* 0,42+0,1* 0,32+0,07° 2,38+1,4° 3,7+0,9° 6,6+1,4° 10,2+0,9* 14,3+0,9

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratacdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada ap0s a reidratacao.
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ANEXO 5

Tabela: Concentracdo interna de carbono (Ci, pumol mol'l) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM),
deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

Cl 1 4 8 11 17 18 19 21* 22% 23* 26* 32%

CONTROLE  56,746,2° 62,4+9,5° 71,748,2° 69,8+2,1° 67,7+10,4° 107,849,  66,8+15,7° 26,4£3,8"  73,3t16,7° 73,1+10,0° 78,3+12,7° 46,846,7°
DHM 80,5¢7,1° 102,7#11,1°  95,747,6° 64,6+7,6% 27,37,0° 34,015,6° 43,615,8° 26,4+2,5°  62,7+7,5° 80,2+4,4° 82,0£13,5° 65,1+14,6
DHS 83,0+9,6° 72,2+¢18,2®  61,2+15,5° 64,6+7,0° 368,2+45,4° 334,1%46,7° 337,7457,5° 56,645,8°  82,1%9,0° 95,5+18,4° 103,7+12,9" 36,8%5,2°
DHSP 92,8+12,6° 98,3+10,1°  80,0+26,3* 79,1+¥16,8° 219,0£29,8° 211,9+34,0° 259,9+30,4° 45,646,4° 88,2421,5° 69,0£21,2° 99,7+7,1° 35,8+11,1

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratacdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada ap0s a reidratacao.



ANEXO 6

Tabela: Eficiéncia do uso da agua (A/E, pumolCO2 mmol'leo) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada
(DHM), deficiéncia hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.
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AlE 1 4 8 11 17 18 19 21* 22* 23* 26* 32*

Controle 11,440,2° 12,840,3° 12,0+0,2° 10,4+0,2® 11,8+0,3® 9,240,3°° 11,09+0,5° 13,840,2° 13,4+0,7° 11,7+#0,3" 14,8+0,6° 13,9+0,2°
DHM 10,5¢0,3° 11,3x0,3° 12,1+0,3° 10,9+0,2° 13,8+0,1* 10,8+0,2* 12,4+0,4° 13,2+0,4* 152+0,2*® 12,0+0,3° 12,020,6° 13,10,7°
DHS 10,440,2° 12,5+0,3* 12,740,5° 10,7#0,2*® 0,74#15° 166+1,4° 1,60+2,1° 14,3+0,3° 14,7#0,6° 11,8+0,7*° 11,8+0,6*° 13,3+1,1°
DHSP 9,9+0,5* 11,5%0,4%® 11,8+0,8° 10,2+0,5* 6,2+1,8° 569+1,3° 4,48+1,0™ 122+31* 13,7+2,1° 13,5+1,0° 13,5+0,4% 14,5+0,4°

Letras diferentes indicam diferengas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratacdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada apos a reidratacéo.



ANEXO 7
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Tabela: Eficiéncia aparente de carboxilacdo (A/Ci) de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia

hidrica severa (DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

A/Ci 1 4 8 11 17 18 19 21 22 23* 26* 3%
* *

Controle 0,50+ 0,33+ 017+ 0,25+ 027+ 0,18+ 0,39+ 0,47+ 0,22+ 0,21+ 0,18+ 0,28+
0,102 0,05% 0,032 0,032 0,05% 0,022 0,092 0,102 0,042 0,032 0,032 0,052

DHM 0,31+ 0,22+ 0,40+ 0,40+ 0,23+ 0,58+ 0,44+ 0,51+ 0,18+ 0,17+ 0,15+ 0,23+
0,022 0,02" 0,032 0,102 0,062 0,132 0,092 0,032 0,023 0,022 0,022 0,062

DHS 0,34+ 0,32+ 0,39+ 0,31+ 0,0001+ 0,0005+  0,0008+ 0,04+ 0,07+ 0,09+ 0,12+ 0,54+
0,042 0,042 0,132 0,052 0,0003" 0,0004P 0,0008" 0,01° 0,009%° 0,022 0,032 0,092

DHSP 0,32+ 0,24+ 0,25+ 0,27+ 0,05+ 0,003+ 0,001+ 0,007+ 0,06+ 0,14+ 0,10+ 0,52+
0,082 0,042 0,062 0,052 0,052 0,00180 0,0003% 0,004° 0,02° 0,052 0,005? 0,122

Letras diferentes indicam diferencas estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0.05). A reidratacdo ocorreu no 20° dia de experimento.
* indica coleta realizada ap0s a reidratacéo.



ANEXO 8
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Tabela: Fluorescéncia da clorofila a de Sorghum bicolor submetido aos tratamentos controle, deficiéncia hidrica moderada (DHM), deficiéncia hidrica severa
(DHS) e deficiéncia hidrica severa progressiva (DHSP) ao longo do experimento.

Varidvel | Tratamento Dias de experimento
19 21* 22* 23* 26* 32*
ETR Controle 121,2410,9% | 114,18+9,9° 96,28+9,1 2 119,2249,32 97,8+14,1% | 110,88+16,0°
EM 130,28+16,42 | 142,76+7,8° 89,6+7,3° 108,88+11,6°% | 80,26+6,7 " 106,1+4,5°
ES 59,98+8,7 " 88,82+14,3 % 87,46+7,7° 140,24+7,2° | 126,62+16,6° | 104,82+8,6°"
ESP 76,86+19,1 ® 88,84+4,4° 7458+7,4% | 106,08+156° | 97,9+9,6 % 69,8+1,1°
gP Controle | 0,3436+0,04% | 0,3328+0,03% | 0,304+0,03° 0,35+0,05 ° 0,282+0,04% | 0,2984+0,03°
EM 0,3588+0,03° | 0,3772+0,03% | 0,3086+0,03 % | 0,3108+0,05% | 0,2348+0,03% | 0,3108+0,02 ¢
ES 0,2718+0,05°¢ | 0,3108+0,04°% | 0,3176+0,032 | 0,4788+0,05° | 0,3728+0,04° | 0,2768+0,03°
ESP 0,3256+0,09°¢ | 0,332+0,012 | 0,2798+0,042 | 0,3476+0,06° | 0,2658+0,04% | 0,184+0,01°
$PSII Controle | 0,1924+0,02% | 0,1812+0,01°% | 0,1528+0,012 | 0,1892+0,01% | 0,1552+0,02% | 0,176+0,022
EM 0,2068+0,03° | 0,2266+0,01° | 0,1422+0,012 | 0,1728+0,02 % | 0,1274+0,01°% | 0,1684+0,01°
ES 0,0952+0,02°¢ | 0,141+0,012 | 0,1388+0,012 | 0,2226+0,01% | 0,201+0,01° | 0,1664+0,01"
ESP 0,122+0,03¢ | 0,141+0,01% | 0,1184+0,01% | 0,1684+0,02° | 0,1554+0,012 | 0,1108+0,01°

ETR: taxa de transporte de elétrons. gP: dissipacdo fotoquimica. ®PSII: rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il. Letras diferentes indicam diferencas

estatisticas, entre os tratamentos, por analise de Tukey (p<0,05). * indica coletas realizadas ap6s a reidratacao.



