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RESUMO

BRAZ, Luana Camilla Cordeiro. MSc. Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algodao,
Fevereiro de 2019. Expressdo de variantes de aquaporinas em algodao submetido a estresse
salino. Orientadora: Profa. Dra. Roseane Cavalcanti dos Santos.

A salinizacdo provoca sérios danos a varias regides agricolas no mundo, principalmente as de
clima semiérido, prejudicando a produtividade das culturas. O algodao (Gossypium hirsutum L.)
¢ uma Malvaceae com grande variabilidade genética na resposta ao estresse salino. A
identificacdo de genotipos tolerantes a salinidade € um alvo dindmico nos trabalhos de
melhoramento e a selecdo € frequentemente baseada no fendtipo das plantas. Marcadores
moleculares se constituem em ferramentas confidveis para auxiliar nesses processos de sele¢éo.
Sabe-se que as aquaporinas (AQPs) sdo proteinas-canal com papel fundamental nas relacGes
hidricas e na tolerancia a estresses ambientais. As plantas apresentam fina regulacdo do
transporte de agua por meio da atividade das AQPs. Neste trabalho adotou-se trés variantes de
AQPs com objetivo de avaliar a tolerancia ao estresse salino, baseando-se na expressdo de
transcritos por gPCR. Adicionalmente, descritores fisiologicos foram adotados para validar o0s
achados moleculares. Sete gendétipos de algoddo foram submetidos a estresse salino (NaCl 190
mM), iniciado no estagio V3 (21 dias apds emergéncia), por 72 h. Ao final do estresse, tecidos
radiculares foram coletados para extracdo de RNA total, seguido de sintese de cDNA e analises
de gPCR. Paralelamente, foram usadas folhas completamente expandidas para registro das trocas
gasosas, com uso do IRGA (Analisador de gas por infravermelho) e mensuracdo do contelddo
relativo de 4gua. A massa seca da parte aérea também foi avaliada. Trés conjuntos de primers
especificos foram usados, desenhados a partir de sequéncias depositadas no NCBI de GhPIP1;1,
GhTIP2;1 e GhSIP1;3. O gene GhPP2A foi usado como referéncia. A partir do padrdo de
expressao dos transcritos de AQPs, foi verificado que os gendétipos adaptados ao semiarido (BRS
Serid6, 7TMH, CNPA MT 2009 152 e BRS 416) revelaram repressdo das AQPs, especialmente de
GhPIP1;1 e GhTIP2;1, cuja acdo é caracterizada como tolerancia a salinidade. Os resultados de
trocas gasosas, conteddo relativo de agua e massa seca consubstanciaram os resultados
moleculares, o que fornece suporte para atestar que as variantes GhPIP1;1, GhTIP2;1,
localizadas na membrana plasmatica e vacuolos, respectivamente, podem ser adotadas como

marcadores confidveis para a identificacdo de gendétipos de algoddo tolerantes ao estresse salino.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum L., Salinidade, Trocas gasosas, MIPs.
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ABSTRACT

BRAZ, Luana Camilla Cordeiro. Universidade Estadual da Paraiba/Embrapa Algodao, February
of 2019. Expression of aguaporin subtypes in cotton submitted to salty stress. Advisor: Prof.
Dr. Roseane Cavalcanti dos Santos.

Salinization leads to several damages to agricultural regions at worldwide, especially in semiarid
climate, reducing the crop yields. Cotton (Gossypium hirsutum L.) is a Malvaceae with wide
genetic variability to salt stress. The identification of salinity tolerant genotypes in a breeding
program is a dynamic target, due to selection is often based on plant phenotypes. Molecular
markers are reliable tools to aid in these selection processes. It is known that aquaporins (AQPS)
are channel proteins with a fundamental role in water relations and tolerance to environmental
stresses. The plants have fine regulation of water transport through the activity of AQPs. In this
work three AQP subtypes were adopted in order to evaluate the tolerance to saline stress, based
on the expression of transcripts by qPCR. Additionally, physiological descriptors were adopted
to validate the molecular findings. Seven cotton genotypes were subjected to saline stress (190
mM NaCl), initiated at V3 stage (21 days after emergence), during 72 h. At the end of stress,
root tissues were collected for total RNA extraction, followed by cDNA synthesis and gPCR
analyzes. At the same time, full expanded leaves were used to record the gas exchange, using
IRGA, and measuring the relative water content. The dry matter of the shoots was also
evaluated. Three sets of specific primers were used, drawn from NCBI sequences of GhPIP1;1,
GhTIP2;1 and GhSIP1;3. The GhPP2A gene was used as a reference. From the expression
pattern of the AQPs transcripts, we found that the genotypes adapted to semiarid (BRS Seridd,
7MH, CNPA MT 2009 152 and BRS 416) revealed down regulation of AQP subtypes, mainly
GhPIP1;1 and GhTIP2;1 whose action are characterized as tolerance to salinity. The results of
gas exchanges, relative water content and dry matter were consistent with the molecular ones,
which are supported to confirm that GhPIP1;1 and GhTIP2;1 located at plasma membrane and
vacuoles, respectively, could be adopted as markers for identification of cotton genotypes with
tolerance to salinity.

Keywords: Gossypium hirsutum L., Salt stress, Gas exchanges, MIPs.

xii
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1. INTRODUCAO

Estresses abidticos sdo ameacas sérias para agricultura em varias partes do mundo. A
salinidade, em especial, ocorre em varias regibes em funcdo das mudancas climaticas e do
manejo inadequado. De acordo com Wang et al. (2003), a salinizagdo dos solos pode se alastrar
em mais de 50% de todas as terras araveis ateé o ano de 2050.

Em nivel fisioldgico, o estresse desencadeia uma ampla gama de respostas nas plantas,
desde alteracBes na expressao génica e metabolismo celular até mudancas na taxa de crescimento
e produtividade das culturas podendo causar perdas de 65-87% dependendo da cultura
(BUCHANAN et al., 2015). A salinidade se manifesta inicialmente como estresse osmotico,
resultando na ruptura da homeostase na distribuicdo de ions na célula, seguido de estresse
oxidativo, com a geracédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem provocar danos as
moléculas (WANG et al., 2003).

As plantas promovem mecanismos para mitigar o estresse osmotico e oxidativo,
reduzindo a perda de &gua e buscando maximizar a absorcdo, a partir de variacBes na
condutancia estomatica, sintese de osmorreguladores e incremento na atividade de enzimas
antioxidativas (RODRIGUES et al., 2016; DUTRA et al., 2018). No caso da salinidade, as
plantas minimizam os efeitos nocivos do sodio (Na") pela sua exclusdo dos tecidos foliares e
pela compartimentalizacdo nos vactolos (DEINLEIN et al., 2014; PENG et al., 2016).

De acordo com Wang et al. (2003), a elucidacdo dos mecanismos da tolerancia ao
estresse abidtico baseia-se na expressdo de genes especificos relacionados ao estresse, que
incluem trés categorias principais: (i) 0s que estdo envolvidos em cascatas de sinalizacdo e no
controle transcricional, tais como MAPKSs, fosfolipases e fatores de transcricio como
MYC/MYB, HSF e DREB; (ii) os que funcionam diretamente na protecdo de membranas e
proteinas, tais como chaperonas, proteinas de choque térmico (HSPs), proteinas abundantes na

embriogénese tardia (LEA), sintese de osmoprotetores e sequestradores de radicais livres e (iii)



13

0s que estdo envolvidos na captagdo e transporte de &gua e ions, tais como aquaporinas e
transportadores de ions.

As plantas apresentam uma grande necessidade de regulacdo precisa do transporte de
agua para se adaptar as flutuacBes ambientais. Isso se deve principalmente a sua natureza
sedentaria e ao grande numero de compartimentos intracelulares. Essa pode ser a razdo do
grande nimero de genes de aquaporinas encontrados em espécies vegetais (AFZAL et al., 2016).

O algoddo (Gossypium hirsutum L.) é uma Malvaceae de grande importancia
socioecondmica que movimenta anualmente cerca de 12 bilhGes de délares no mercado mundial.
O Brasil figura entre os maiores produtores e exportadores (ICAC, 2017), beneficiado pelas
cultivares melhoradas que garantem elevada produtividade e padrdo de fibras aceitaveis pelos
varios segmentos da industria téxtil. A despeito disso, o0 melhoramento do algodoeiro enfrenta
grandes desafios diante das dindmicas mudancas ambientais, que exigem cada vez mais
procedimentos técnicos de modo a identificar tipos que se adaptem as diferentes ecografias do
pais. Atualmente, mais de 80% do manejo de algoddo no Brasil ocorre na regido dos cerrados,
adotando-se cultivares robustas, com multipla tolerancia a doencas, algumas das quais ja
piramidadas com genes exdgenos que conferem resisténcia a herbicida e a lepidopteros (FREIRE
et al., 2015).

Embora se detenha informacdes dos danos da salinidade na produtividade da cultura, ha
ainda caréncia de informacdo a respeito da performance desses materiais diante de estresses
ambientais, como a salinidade, apesar das varias caracteristicas agronémicas (SOARES et al.,
2018).

Varias ferramentas bioquimicas e moleculares se encontram disponiveis na literatura para
auxiliar o melhorista na identificacdo de tolerancia a estresses abidticos (GUO et al., 2015; LIAN
et al., 2016; PENG et al., 2016; DUTRA et al.,, 2018). O papel dos metabolitos e de seus
precursores em plantas sob estresse celular tem facilitado o entendimento da tolerancia e
auxiliado nos procedimentos de selecdo das plantas, ainda em estado jovem, abreviando as
respostas necessarias nos trabalhos de melhoramento e minimizando posteriores custos no
manejo das atividades experimentais.

Esse trabalho focalizou na analise de transcritos de aquaporinas em plantas de algodéo
submetidas a 72 h de estresse salino. Adicionalmente, anélise das trocas gasosas e da massa seca

foram realizadas para consubstanciar os achados moleculares.
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1.1.0bjetivo geral
Esse trabalho teve como objetivo avaliar a expressdo de transcritos de trés variantes de
aquaporinas em algoddo e validar o uso como marcador molecular que auxilie os programas de

melhoramento na identificagdo de genotipos tolerantes a estresse salino.

1.2.0bjetivos especificos

Realizar analise de homologia entre variantes de aquaporinas de plantas herbaceas para
desenho de primers;

e Avaliar a resposta fisiolégica de gendtipos de algodao submetidos a salinidade na fase
inicial de crescimento, por meio da analise de trocas gasosas, contetdo relativo de agua e
crescimento;

e Analisar a expressdo de trés variantes de aquaporinas em gendétipos de algodéo
submetidos a salinidade por meio de RT-gPCR;

e Indicar genotipos promissores que detenham tolerancia a estresse salino.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cotonicultura no Brasil

O algodoeiro pertence ao género Gossypium, que contém mais de 50 espécies
identificadas. As espécies mais conhecidas sdo G. hirsutum L., G. barbadense L., G. arboreum
L. e G. herbaceum L., sendo a primeira de maior valor comercial e uma das principais
commodities internacionais, representando mais de 90% do algodao cultivado em todo o mundo
(LI et al., 2017). Além de ser destinada a inddstria téxtil, G. hirsutum tem aproveitamento
completo; o carogo é utilizado para producdo de 6leos, que sdo matéria-prima para a industria
oleoguimica, e os residuos da extracdo — torta de algoddo — alimentam as industrias de farelo e
racdo (NEVES; PINTO, 2012).

O comércio mundial do algoddo movimenta anualmente cerca de US$ 12 bilhdes e
envolve mais de 350 milhdes de pessoas em sua producdo, desde as fazendas até a logistica,
descarogamento, processamento e embalagem (ABRAPA, 2017). Em 2018, o Brasil alcangou a
posicdo de quarto maior produtor mundial de algod&o, atras apenas da China, india e Estados
Unidos (NCC, 2019). A area plantada na safra 2018/2019 foi de 1,4 milhdes de ha, com uma
producéo estimada em 6 milhdes de toneladas (CONAB, 2019).

Atualmente, os cultivos brasileiros de algodao se localizam principalmente na regido dos
Cerrados do Centro-Oeste (aproximadamente 70% da area plantada) e dos estados da Bahia,
Maranhdo e Piaui (25% da area plantada) (CONAB, 2019), o que representa uma mudanca no
cenario produtivo anterior a década de 1980, no qual o algodao era cultivado principalmente nas
regibes do Nordeste e Sudeste. Na Figura 1A se apresenta uma serie historica da area cultivada
de algoddo no Brasil, nos eixos Norte/Nordeste e Centro/Sul. Verifica-se que apesar de ter
havido forte reducdo da area plantada, a producédo nao foi afetada (Figura 1B) devido ao aumento
de produtividade (Figura 1C), beneficiada pelas atuais cultivares, com patamares médios de 4.1
t/ha, na safra 2018/19, contra 0,43 t/ha, na safra 1976/77.
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Figura 1. Série historica da area plantada (A), producdo (B) e produtividade (C) do algodédo no
Brasil, nos eixos Norte/Nordeste e Centro/Sul (Safras 1976/77 a 2018/19). Fonte: CONAB

(2019)
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No aspecto de manejo, a cotonicultura é conduzida na regido dos cerrados, onde 0s
produtores adotam sistemas de producéo altamente tecnificados, e no semiarido, onde a lavoura é
conduzida, na maioria, por médios e pequenos produtores. Estes adotam manejo mais
agroecoldgico, cultivares precoces e de fibra colorida, possibilitando agregacdo de renda,
especialmente nas propriedades que vivem da agricultura familiar (ARAUJO FILHO et al.,
2013).

A cotonicultura na regido Nordeste teve inicio no Maranhdo e se expandiu rapidamente
pelos outros estados, tornando o Nordeste o maior produtor da fibra do pais, posi¢do que ocupou
até o inicio da década de 1980, tornando a economia algodoeira como principal fonte de
acumulacdo de riqueza, na regido. Na ocasido, o Nordeste era responsavel por 70% da area
cultivada e produzia um algoddo de fibra longa e de boa aceitacdo no mercado, com poucos
defensivos agricolas e mao de obra familiar (ARAUJO FILHO et al., 2013; CONAB, 2019).

Apbs a década de 1980, esse quadro se alterou como resultado de diversos fatores
conjunturais e agricolas, incluindo a chegada do bicudo-do-algodoeiro (Anthonomus grandis
Boheman; Coleoptera: Curculionidae), que levaram a lavoura a uma derrocada no pais, com
consequente dependéncia do produto no mercado nacional (AZAMBUJA; DEGRANDE, 2014).
O soerguimento da cotonicultura se deu a partir do ano de 2000, com a transi¢cdo do polo de
producdo para os Cerrados de Mato Grosso, Bahia, Goiéas e Mato Grosso do Sul, que atualmente
respondem por mais de 90% da producdo brasileira, advindas principalmente das cultivares
geneticamente modificadas (GM) (ISAAA, 2016; CONAB, 2019). No semiarido nordestino
existem sistemas de producdo alternativos, a maioria inclui a ado¢do de cultivares de fibras
coloridas com manejo agroecoldgico. A adocdo de cultivares GM, embora ainda em pequena
escala, representa uma oportunidade para redugdo de custos, especialmente para controle de
pragas.

Atualmente ha 180 cultivares comerciais de algoddo no Registro Nacional de Cultivares
(www.agricultura.gov.br/guia-de-servicos/registro-nacional-de-cultivares-rnc) desenvolvidas por
empresas nacionais, como Embrapa, Fundagdo Matogrossense (FMT) e Instituto Matogrossente
do Algoddo (IMAMT), e multinacionais, como Bayer, Delta Pine, Syngenta e Dow
Agrosciences, entre outras. Das cultivares registradas, 81 sdo geneticamente modificadas,
contendo genes para resisténcia a herbicidas (glifosato e glufosinato de amoénio) e/ou insetos
lepiddpteros. A maioria foi desenvolvida para manejo nos cerrados do Centro Oeste e Nordeste,
apresentando caracteristicas de alta produtividade e qualidade de fibra de acordo com os padrées

do mercado, além de resisténcia a doengas e nematoides.



18

2.2. Agquaporinas vegetais

As aquaporinas (AQPs) sdo proteinas-canal pertencentes a superfamilia MIP (Major
Intrinsic Protein) que desempenham um papel importante nas relagdes hidricas das plantas
(KAPILAN et al., 2018). As MIPs formam uma superfamilia altamente conservada de proteinas
transmembrana presentes em quase todos os organismos vivos. Mais de 800 MIPs ja foram
identificadas em diversas espéecies de archaeas, bactérias, protozoarios, leveduras, insetos,
mamiferos e plantas (AFZAL et al., 2016).

A regulacéo da atividade de AQPs vegetais parece estar intimamente ligada a expressoes
de tolerdncia da planta a estresses bidticos e abioticos. Essas proteinas desempenham papéis
criticos no controle da transferéncia de agua para dentro e para fora das células vegetais, o que é
crucial na manutencdo da viabilidade celular e no transporte de &gua entre os diferentes tecidos
da planta. Como resultado, a atividade de AQPs influencia uma série de processos fisioldgicos,
incluindo absorcdo de agua pelas raizes, saida de dgua do xilema, abertura estomatica, trocas
gasosas e carregamento no floema (SHEKOOFA; SINCLAIR, 2018).

A primeira aquaporina vegetal caracterizada é uma proteina da membrana do vactolo em
Arabidopsis, denominada y-TIP (AtTIP1;1), cuja capacidade de transportar agua foi demonstrada
por expressdo heteréloga em odcitos de Xenopus (MAUREL et al., 1993; GOMES et al., 2009).
Desde entdo, varias outras foram identificadas em plantas, sendo 35 em A. thaliana
(JOHANSON et al., 2001), 31 em milho (Zea mays) (CHAUMONT et al., 2001), 33 em arroz
(Oryza sativa) (SAKURAI et al., 2005), 75 em soja (Glicine max) (FENG et al., 2019), 71 em
algodéo (G. hirsutum) (PARK et al., 2010) e 41 em sorgo (Sorghum bicolor) (REDDY et al.,
2015).

A clonagem de alguns desses genes para estudos de funcdo demonstrou o importante
papel no movimento de agua através de membranas (GOMES et al., 2009), uma vez que elas
facilitam o transporte passivo de dgua, em ambas as direcdes, seguindo o gradiente potencial.
Além disso, algumas MIPs sdo capazes de transportar outras moléculas além da agua, como
glicerol, CO,, ureia, amonia, peroxido de hidrogénio (H,0O,), boro, silicio, arsenito, antimonito,
acido latico e O, (KAPILAN et al., 2018).

2.2.1. Estrutura e fungéo

Uma caracteristica estrutural comum a todas as MIPs é que essas proteinas sdo formadas

por seis porgdes transmembrana (a-hélices) que formam um poro e sdo conectadas por cinco
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regides de loop (A-E), com as porgcOes N- e C-terminais voltadas para o citosol (Figura 2A).
Muitas dessas proteinas sdo encontradas agrupadas em tetrameros. Os loops B e E sédo
conservados e possuem natureza hidrofobica, se estendendo para dentro do poro em ambos 0s
lados da membrana. Além disso, esses loops contém uma repeticdo de Asparagina-Prolina-
Alanina, que consistem nos dois motivos NPA e formam um filtro no centro do poro (Figura
2B). Esses motivos sdo altamente conservados e extremamente importantes para manutencao da
funcdo das aquaporinas (KAPILAN et al., 2018). As MIPs possuem ainda um segundo filtro,
formado por uma regido ar/R (aromatica/arginina), localizado na porcdo extra-citosolica,

formando a regido mais estreita do canal (LALOUX et al., 2018).
A A C E
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Figura 2. Representacdo da estrutura tridimensional das aquaporinas. A: Representacdo das seis
porgdes transmembrana (1-6) e das cinco regides de loop (A-E) destacando os dois motivos NPA
(Asparagina-Prolina-Alanina) que formam um filtro no centro do poro; B: AQP funcional

representada em sua localizacdo na membrana. Fonte: Kapilan et al. (2018).

Além das diferentes especificidades para substrato, as MIPs possuem diferentes
localizagdes e regulagdes transcricionais ou pds-traducionais. As AQPs de plantas superiores sdo
classificadas em cinco subfamilias, baseando-se na sequéncia de amino&cidos e na localizacdo na

membrana, quer sejam: PIPs (plasma membrane intrinsic proteins), TIPs (tonoplast intrinsic
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proteins), NIPs (nodulin-26 like intrinsic proteins), SIPs (small basic intrinsic proteins) e XIPs
(uncharacterized-intrinsic proteins) (KAPILAN et al., 2018).

No que diz respeito a localizacdo celular, as proteinas PIPs estdo presentes
principalmente na membrana plasmatica e as TIPs na membrana de vacutolos. As NIPs, que sdo
homoldgas proximas de GmNOD26 abundantemente expressa em nodulos fixadores de
nitrogénio, em espécies nao-leguminosas podem estar localizadas tanto na membrana plasmatica
como em membranas intracelulares (GOMES et al., 2009). As SIPs localizam-se principalmente
em membranas do reticulo endoplasmatico (LI et al., 2009).

As proteinas da subfamilia PIP (plasma membrane intrinsic proteins) sdo geralmente
mais expressas em Orgaos caracterizados por altos fluxos de dgua (KAPILAN et al., 2018). As
PIPs podem ainda ser divididas em isoformas PIP1 e PIP2, baseando-se nas sequéncias. Alguns
estudos em od6citos de Xenopus tém demonstrado que as PIP2s tém maior capacidade de
transporte de agua, enquanto que muitas PIP1s sdo inativas ou tem baixa atividade isoladamente.
Entretanto, a maior permeabilidade de dgua ocorre quando PIP1s e PIP2s sdo co-expressas em
odcitos de Xenopus, o0 que permite a formacdo de tetrameros dessas duas isoformas aumentando
a atividade de ambas (KAPILAN et al., 2018; LI et al., 2009).

As TIPs (tonoplast intrinsic proteins) sdo essenciais para o transporte intracelular de agua
e outras pequenas moléculas, tendo em vista que o vacuolo ocupa cerca de 90% do volume da
maioria das células vegetais maduras. Além disso, TIPs sdo as proteinas mais abundantes na
membrana dos vacuolos, auxiliam na alta permeabilidade de agua que permite o ajustamento
osmético rapido. Sao, dessa forma, essenciais na manutencdo da osmolalidade e turgor celular
(GOMES et al., 2009).

As TIPs podem ser também divididas em algumas isoformas (TIP1, TIP2, TIP3, TIP4 e
TIP5) que estdo presentes em diferentes 6rgaos e tecidos e podem transportar outras moléculas
além de agua. Azad et al. (2016) inferiram pela analise in silico que as TIP1s de algoddo podem
transportar H,O; e ureia e, além desses substratos, as TIP2s transportam também amonia.

As SIPs (small basic intrinsic proteins) constituem uma das mais novas subfamilias de
MIPs identificadas, que ainda ndo estdo bem caracterizadas em estrutura e funcdo (KAPILAN et
al., 2018). Essas proteinas sdo menores, basicas e bastante divergentes de outras MIPs. Possuem
uma sequéncia incomum no motivo NPA do loop B e uma regido N-terminal mais curta. Os
primeiros experimentos demonstraram a localizacdo de SIPs em membranas intracelulares,
particularmente no reticulo endoplasmaético (RE). Dessa forma, acredita-se no papel das SIPs no

movimento de &gua intracelular, participando na passagem de agua pela membrana do RE,
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regulando tanto o volume do seu Iimem e a concentracdo de ions como a morfologia da organela
(GOMES et al., 2009).

2.2.2. Regulagéo

Como todas as proteinas integrais de membrana, as aquaporinas tem o mRNA transcrito
no nucleo, exportado pelos poros nucleares e traduzido no RE, onde as proteinas sdo co-
traducionalmente inseridas na membrana do RE. Apds a traducdo, ocorre o transporte para suas
respectivas membranas-alvo, nas quais a atividade das AQPs é modulada pela abertura e
fechamento do canal, controlando a homeostase agua/soluto nas células. Todo esse processo é
sujeito a varios mecanismos regulatérios (LALOUX et al., 2018).

Numa visdo geral, para o rapido controle do transporte de agua através das MIPs estdo
envolvidas alteracBes pos-traducionais, que alteram a atividade, a abertura e a quantidade. Por
exemplo, reducdo no pH pode induzir o fechamento, fosforilacdo ou desfosforilacdo alteram a
abertura do canal. Realocacdo das proteinas, induzida por estresse ou hormdnios, altera a sua
quantidade, que também pode ser influenciada pelas vias de degradacdo da proteina (GOMES et
al., 2009; LALOUX et al., 2018). Interessantemente, nas raizes de Arabidopsis, o peroxido de
hidrogénio pode induzir a internalizagdo de PIPs, reduzindo a condutividade hidraulica (GOMES
et al., 2009).

Alteracbes na expressao dos transcritos de aquaporinas também estdo envolvidas nas
respostas adaptativas a fatores abioticos, incluindo seca, salinidade, baixas temperaturas, calor e
ferimentos. A expressdo AQP também é afetada por fitohorménios, incluindo acido abscisico e
giberelinas (KAPILAN et al., 2018). Muitos genes de AQPs podem ter perfil de up ou down
regulation, dependendo da isoforma, da espécie e do tempo e intensidade do estresse.

Zhu et al. (2005) avaliaram os efeitos da salinidade e do ABA na expressdo de MIPs de
milho, durante 24 h. Transcritos de ZmPIPs e ZmTIPs foram reprimidos em 24 h apds a adicéo
de NaCl (200 mM) nas plantas cultivadas em meio hidropbnico, enquanto que ap6s 2 h no
tratamento com menor concentracdo de sal (NaCl 100 mM) houve uma inducdo transiente de
ZmPIPs. Os autores também observaram inducéo de ZmPIP1;1, ZmPIP1;2 e ZmPIP2;4 ap6s 1 h
da aplicacdo de 1 uM de ABA. A cultivar usada no estudo foi a Helix, desenvolvida pela alema
Kleinwanzlebener Saatzucht (KWS Saat). Os autores ndo informam a natureza genética dela,
com relacdo a tolerancia a estresses ambientais, porém no estudo de Lohaus et al. (2000), que

avaliaram a fisiologia e bioquimica dessa cultivar submetida a 100 mM de NaCl durante oito
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dias, a Helix se comportou como tolerante ao sal, visto que teve um impacto negativo no
crescimento mas manteve a fotossintese e ndo apresentou sintomas de toxicidade devido ao sal.

Diferentes respostas de AQPs ao déficit hidrico foram observadas por Lian et al. (2006)
em arroz tolerante e sensivel a seca quando submetidos a tratamento com PEG 20%. O nivel de
proteina PIP aumentou acentuadamente em raizes de ambos os tipos ap6s 10 h de tratamento
com PEG. Porém o aumento da proteina em folhas foi observado apenas no arroz tolerante.
Adicionalmente, os transcritos OsPIP1;2, OsPIP1;3, OsPIP2;1 e OsPIP2;5 foram induzidos nas
raizes da planta tolerante e OsPIP1;2 e OsPIP1;3 nas folhas. No arroz sensivel, os transcritos
correspondentes permaneceram inalterados ou foram reprimidos.

Em Arabidopsis, a maioria dos transcritos de AtPIPs e AtTIPs tiveram repressdo em
raizes de plantas submetidas a 12 dias de supressdo hidrica, quando o conteido de agua no solo
atingiu 20%. As excec¢des foram AtPIP2;6 que ndo sofreu alteragcdo e AtPIP2;5 e AtPIP1;4 que
tiveram indugdo. Houve padrBes diferentes entre os dois genes da subfamilia SIP, no qual
AtSIP1;1 ndo teve alteracdo na expressdo e AtSIP2;1 foi reprimido pela seca. O germoplasma
usado nesse trabalho foi a cv. Col-0, que é considerada eficiente no uso da agua, em condi¢cbes
de estresse hidrico (ALEXANDERSSON et al., 2005). Feng et al. (2018) utilizaram dados de
microarray para avaliar a resposta das AtMIPs ao estresse salino, no qual foi observado um
padrdo de repressdao na maioria dos transcritos de aquaporinas em raizes de Arabidopsis,
baseando-se na cv. Col-0.

Em Jatropha curcas, Jang et al. (2013) submeteram uma cultivar tolerante a seca a seis
dias de estresse hidrico (induzida por PEG 3500) e salino (NaCl 200 mM) e verificaram que apds
3 dias, JcPIP1 foi up regulado em folhas e raizes nas plantas submetidas ao PEG, enquanto que
JcPIP2 foi induzido nas raizes ap6s 3 dias de ambos 0s estresses. Apos 6 dias de estresse salino,
tanto JcPIP1 como JcPIP2 foram down regulados em folhas e raizes.

Feng et al. (2019) avaliaram a expressdao em folhas e raizes de 12 GmAQPs em uma
cultivar de soja tolerante submetida ao calor durante 12 h. Os autores observaram que GmPIPs e
GmTIPs foram up regulados em raizes ap6s 1,5 h do estresse térmico. Em folhas, por outro lado,
0s GmPIPs e GmTIPs foram down regulados ap6s 12 h do estresse.

Todos esses diferentes padrdes de inducdo ou repressdo, refletem as demandas pelo
transporte agua intra e extracelular que diferem entre espécies, gendtipos ou tecidos avaliados
pelos autores, bem como variam conforme a duracdo da condi¢do de estresse. A analise da
expressdao de diferentes transcritos de AQPs permite sua utilizacdo como possiveis

biomarcadores para identificacdo de genotipos tolerantes a estresses ambientais, além do
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isolamento de genes que podem ser usados em estratégias de modificacdo genética com intuito

de obtencdo da tolerancia a estresses abidticos.

2.3. Respostas fisiologicas a salinidade

A salinidade, assim como outros estresses abidticos, provoca varias alteragdes na
fisiologia das plantas afetando o crescimento, o comportamento estomético e a capacidade
fotossintética. A salinidade frequentemente provoca desidratacao e estresse osmotico, resultando
no fechamento de estbmatos, suprimento de carbono reduzido e alta producdo de EROs. Para
obtencdo de cultivares melhoradas para tolerancia a salinidade é fundamental a elucidacdo das
respostas fisioldgicas das cultivares tolerantes a condigdo salina (ZHANG et al., 2013).

O incremento de sais no solo provoca inicialmente um estresse hidrico que € rapidamente
percebido pelas plantas e tem um profundo efeito na fisiologia. De acordo Oliveira et al. (2010),
as alteracdes fisioldgicas, morfoldgicas e/ou anatdbmicas que ocorrem nas plantas se refletem na
reducdo da transpiracdo. A primeira resposta ao deficit de 4gua nas folhas € o fechamento de
estdmatos para prevenir a dissecacdo e ocorre antes de qualquer mudanga no potencial de agua
das folhas (LWP) ou do conteudo relativo de agua (CRA) (YAN et al., 2016).

A queda na producdo ocasionada pela salinidade observada em diversas espécies
geralmente esta associada a reducdo da capacidade fotossintética, resultado de limitagcdes
estomaticas e ndo estomaticas, ja que a fotossintese pode ser afetada pelo fechamento estomatico
ou pelos efeitos nocivos do sal no aparato fotossintético (ZHANG et al., 2013). A maquinaria
fotossintética € sensivel a elevadas concentracdes de sal que, como demonstrado em alguns
estudos, pode resultar na inativagdo do centro de reagdo do fotossintema Il (PSIlI) (MURATA et
al., 2007) e na reducédo do contetdo de clorofila (ZHANG et al., 2014).

Embora o algoddo (G. hirsutum) seja uma espécie relativamente tolerante ao estresse
salino, podem ser observadas grandes variac@es entre cultivares. No trabalho de Zhang et al.
(2014) foram avaliadas duas cultivares de algoddo contrastantes para tolerancia a salinidade,
submetidas a NaCl (0 mM; 80 mM; 160 mM e 240 mM) por sete dias. Os autores observaram
que o contetdo de clorofilas a e b, a taxa de fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e
atividade de enzimas antioxidativas, superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato

peroxidade (APX) e glutationa redutase (GR) apresentaram maior variacdo significativa entre as
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cultivares. Esses sdo, entdo, bons indicadores para avaliacdo da capacidade dos genotipos em

tolerar a salinidade.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Anélise in silico das variantes de AQPs em plantas herbéceas para confeccdo de

primers

As sequéncias codificantes dos genes de AQPs em plantas herbéceas, incluindo G.
hirsutum, foram usadas para andlise in silico, focalizando nas variantes PIP1, TIP2 e SIP1, com
intuito de desenhar primers robustos, com regides conservadas e livre de dimeros, capazes de
serem utilizados em estudos prospectivos em demais espécies de plantas. A busca foi feita no
GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/), com auxilio da ferramenta BLASTn (Basic
Local Alignment Search Tool - nucleotide). Em seguida, foram realizados alinhamentos
multiplos e dendrograma entre as espécies adotadas, utilizando os softwares MUSCLE 3.8
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) e MEGA 7 (KUMAR et al., 2016).

Em funcédo do alinhamento obtido, trés conjuntos de primers foram confeccionados, com
percentual médio de GC de 50%, livres de loops e dimeros, para posterior uso nos ensaios
moleculares. As sequéncias e tamanhos esperados dos primers adotados se encontram na Tabela
1.

Tabela 1. Primers de variantes de aquaporinas usados para algodao

Nome Sequéncia %GC Tamanho (pb)
GhPIPL:1 F: 5’>CCCTATTCTGGCACCATTGC3’ 55% 135
R: 5’AGCCCTTGTCCTTGTTGAAG3’ 50%
GhTIP2:1 F: 5’>CCATCGGCTTCATTGTTGGT3’ 50% 137
R: 5’GGTCCCACCCAGTAGATCCA3’ 60%
GhSIPL:3 F: 5>CATCATCGGCAACGCTCTC3’ 58% 168

R: 5>GGAAGAACCCCCAAAACTGTY 50%
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3.2. Recursos genéticos e conducao dos experimentos

Sete genotipos de algodao, cedidos pela equipe de melhoramento da Embrapa Algodéo,
foram usados neste estudo. Os detalhes dos gendtipos usados se encontram na Tabela 2. O
plantio foi realizado em casa de vegetacdo, em Campina Grande, PB (7°13'51"S, 35°52'54"W,

512 m), durante a estacdo seca (setembro/outubro de 2018).

Tabela 2. Sintese das caracteristicas agronémicas dos genotipos usados

Gendtipo Detentor Ciclo AAM
(dias)
BRS Serido Embrapa 130-140 Semidrido/sequeiro
CNPA 7TMH Embrapa 140-150 Semiéarido/sequeiro
BRS Acécia Embrapa 160-170 Semiarido/irrigado
FMT 701 FMT 170-180 Cerrados/irrigado
CNPA MT 2009 152 Embrapa 130-140 Semiérido e Cerrados/ sequeiro
BRS 416 Embrapa 170-180 Semiéarido e Cerrados/ sequeiro
DP 555 BG/RR Delta Pine 160-180 Cerrados/irrigado

Legenda: AAM- adaptacdo ambiental e manejo, FMT- Fundacdo Mato Grosso.

As plantas foram cultivadas em vasos (sacos plasticos pretos com volume de 0,7 L),
contendo 300 g de substrato (Basaplant, Base). Cada vaso conteve duas plantulas apos o desbaste
que ocorreu aos 10 dias ap6s a emergéncia. As regas foram feitas diariamente, mantendo-se a
100% da capacidade de campo pelo método gravimétrico até o inicio do estresse que teve
ocorreu quando as plantas estavam com 21 dias ap6s a emergéncia (fase V3), com duragéo de 72
h. O estresse salino se constituiu da adicdo de NaCl (190 mM), correspondente ao volume
suficiente para preencher 50% da capacidade de campo, atingindo aproximadamente 95 mM de
NaCl no substrato. O lixiviado foi coletado e recirculado no solo, durante 3 dias, para manter a
concentracdo salina no substrato e foi feita a adigdo de 4gua para manter a umidade proxima a
100 % da capacidade de campo. O delineamento inteiramente casualizado (2 tratamentos x 7

gendtipos), com 5 repeticdes.
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3.3. Variaveis fisiologicas

Ao fim do estresse salino, fez-se medicdo de trocas gasosas, com auxilio do IRGA,
modelo LCpro+ (ADC), no horério entre 8:30 h e 10:00 h, nas folhas jovens, situadas no canopy
das plantas. As variaveis registradas foram: condutancia estomatica (gs), taxa de assimilagédo de
CO;, (A), transpiracdo (E), concentracdo interna de CO, (Ci), eficiéncia instantanea de
carboxilacéo (EiC) — obtida pela razdo A/Ci —, e eficiéncia do uso da agua (EiUA) — obtida pela
razdo A/E.

Adicionalmente, foram mensurados a massa seca de parte aérea (MSPA), a partir da
secagem a 60 °C, em estufa, durante 96 h, e o conteudo relativo de agua nas folhas (CRA), onde
seis discos frescos (diametro 1 cm) foram pesados (MF) e em seguida imersos em 10 mL de agua
destilada por 24 h. A seguir, mediu-se a massa turgida (MT) e posterior massa seca (MS) dos
discos, secos a 60 °C durante 96 h. O CRA foi calculado pela seguinte equagéo.

CRA: (MF-MS/MT-MS)*100

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, usando o software SISVAR
5.6 (FERREIRA, 2011) e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

3.4. Expressao de transcritos de AQPs

Tecidos radiculares de cada planta (100 mg) foram coletados para extracédo do RNA total
(Pure Link™ RNA Mini Kit, Invitrogen). A coleta foi feita no inicio da manh4, entre 8:30 h e
9:00h, uma vez que algumas aquaporinas vegetais exibem padrdo de expressao circadiano, com
um pico de expressdo entre 2 e 4 h apos o inicio do periodo de luz (TAKASE et al., 2011). A
integridade das amostras foi analisada em gel de agarose 0,8% e, posteriormente, quantificadas
em espectrofotdmetro (T80 UV/VIS Spectrometer, PG Instruments). A digestdo (DNAsel, New
England Biolabs) foi feita usando 5ug do RNA total de cada amostra. Para sintese da primeira
fita, utilizou-se o kit ImProm-11"™ Reverse Transcription (Promega), utilizando 2 pg do RNA
digerido. A quantificagdo do cDNA foi feita com auxilio do Qubit 3.0 (Life Technologies).

As reacdes de RT-gPCR foram conduzidas no termociclador Eco Real-Time PCR
(IMMumina), utilizando-se as combinacdes de primers apresentadas na Tabela 1. Para controle

endogeno, utilizou-se um par  de primer do gene GhPP2A (F:
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5’GATCCTTGTGGAGGAGTGGA3’, R: 5’GCGAAACAGTTCGACGAGAT3’), que
amplifica um fragmento de 100 pb.

As reagOes foram realizadas utilizando o kit GoTaq gPCR Master Mix (Promega), 1 pL
do cDNA (2 ng), e 0,4 pL de cada primer (10 uM), na seguinte programacao: desnaturagdo a 95
°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min, e curva de melt (95°C por 15 s; 60 °C
por 15 s; 95°C por 15 s). Todos kits foram usados de acordo com recomendacéo dos fabricantes.

Para analise dos padrdes de amplificacdo gerados foi utilizado a quantificacdo relativa,
onde os graficos, curva de Melt e Cgs foram gerados automaticamente pelo termociclador Eco™
Real-Time PCR System (Illumina) baseando-se no método de normalizacdo com um gene de
referéncia, AACq (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Todas as analises foram realizadas com

replicatas biologicas e experimentais.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Homologia das variantes de AQPs em plantas herbéaceas

A anélise da homologia de genes de aquaporinas em plantas herbaceas foi realizada a
partir de 10 espécies herbaceas, incluindo G. hirsutum, focalizando nas variantes PIP1, TIP2 e
SIP1 (Tabela 3). Pela anlise das distancias genéticas, mostradas nos dendogramas na Figura 3,
observou-se a formacao de dois clados para as trés AQPs, sendo que nas PIP1 e TIP2, 0s acessos
que contiveram espécies da familia Fabaceae se agruparam no mesmo clado, denotando que,
pelo menos para as espécies selecionadas, essas variantes de AQPs sdo de elevada homologia,
baseando-se nas distancias genéticas que se situaram entre 0,03 a 0,11 substituicdes por sitio
(Figura 3A e B). As sequéncias de PIP1s do Grupo 1 englobaram duas espécies de
Euphorbiaceae (Ricinus communis, mamona e Jatropha curcas, pinhdo-manso); uma Asteraceae
(Helianthus annuus, girassol), uma Brassicaceae (A. thaliana, arabidopsis); uma Solanaceae (N.
tabacum, tabaco) e uma Malvaceae (G. hirsutum, algoddo). Em comum entre essas espécies,
ressalta-se a proximidade filogenética entre as ordens Malvales e Brassicales (CHASE et al.,
2016). Para TIP2s, as sequéncias do Grupo 1 englobaram G. hirsutum, J. curcas e R. communis.
As espécies A. thaliana, N. tabacum e H. annus foram as mais divergentes.

No dendrograma de SIP1s, ndo foi percebido inter-relacdo filogenética entre as espécies
agrupadas nos dois grupos, embora G. max e P. vulgaris permaneceram proximas, bem como J.
curcas e G. hirsutum, tal como visto nas outras duas AQPs. Vale salientar que a analise das
AQPs apresentada na Figura 3 é resultante da disponibilidade das variantes depositadas no banco
de genes do NCBI.

As informacdes filogenéticas referentes a homologia génica entre espécies sao muito
contributivas em estudos moleculares, especialmente naqueles focalizados na identificacdo de
genes envolvidos em rotas de estresses bidticos e abidticos. Embora os fendtipos sejam
diferenciados, em fungdo da heranca dos gendtipos, a identidade entre os genes pode contribuir
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para auxiliar em processos de selecdo assistida ou ainda na sintese de sondas robustas que podem
ser usadas para um leque maior de espécies vegetais selecionadas. A literatura disponibiliza
varios genes ja identificados de AQPs. Em plantas tetraploides, como algodao e soja, 0 nimero
disponivel é maior, resultante provavelmente do nivel de ploidia que levou a duplicacdo de genes
(PARK et al., 2010; MAUREL et al., 2015; FENG et al., 2019). De acordo com Park et al.
(2010) esses genes tém papel importante na maquinaria celular porque contribuem para elevar a
eficiéncia no uso da agua e nutrientes, quando as plantas enfrentam um determinado tipo de
estresse.

Na Figura 4 se encontra uma sintese do alinhamento entre as sequéncias de PIP1, TIP2 e
SIP1. Verificou-se que as espécies selecionadas tém maior identidade entre as sequéncias de
PIP1s e TIP2s, na ordem de 75% a 84%, do que as de SIP1s, cuja identidade entre as espécies
variou entre 56% e 64%. As setas que flanqueiam as sequéncias em G. hirsutum, representam as
regibes usadas pelo software Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) para desenho dos

primers.

Tabela 3. Relagdo das espécies usadas para prospeccdo de variantes de AQPs e o respectivo
acesso das sequéncias obtidas no NCBI.

Espécie PIP1 TIP2 SIP
Gene Acesso Gene Acesso Gene Acesso

G. hirsutum GhPIP1;1 EF079900 GhTIP2;1 ue62778 GhSIP1;3 BK007064
V. unguiculata  VuPIP1;1 KR185758 - - - -

A. hypogaea AhPIP-7a  XM_025826032 AhT!PZ-l- XM_025821637 AhS!Pl-Z- XM_025831550
N. tabacum NtPIP1;4 BK008503 Nt'I'IIle(’eZ-l- XM_016625270 NtSIIle(’?l-l- XM_016605997
G. max GmPIP1;7 NM_001358269 Gmlllll(IgZ;4 NM_001255187 GmISI|I(|§1;3 NM_001289293
P. vulgaris PvPIP1;3 DQ855475 HP XM_007150589 HP XM_007161709
A. thaliana AtPIP1;5 NM_118469 Atdelta- AY081622 AtSIPla NM_111280
H. annuus HaP_IPl-S- XM_022167209 AhT-Ii:DPZ-l- XM_022134384 HaS!Pl-Z- XM_022144881
J. curcas JCIIIDKIIei’l XM_012232406 Jc'll'lllé’e}l XM_012218014 JCSI:l;’el—l XM_012234481

R. communis RcPIP1-1 NM_001323725 RcTIP2-1 XM_002515953  RcSIP1-2  XM_002525425

Legenda: HP - hypothetical protein
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Figura 3. Distancia genética entre sequéncias de variantes de AQPs em plantas herbaceas, pelo
método UPGMA. Os comprimentos dos ramos representam unidades das distancias evolutivas.
A: PIP1s, B: TIP2s, C: SIPs.
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A pid 637‘ : ; 720
1 GhPIP1;1 100.0% CCTATTCTGGCACCATTGCCAATTGGGTTCGCAGTGTTCTIGGTACACTTAGCCACCATCCCAATCACTGGAACTGGTATT
2 GmPIP1;7 80.1% cg'r'r 'GGCACCE TTGCCAATTGGGTTCGCR GTTCT’I‘GGT“CACTT-'GC“ACCATCCC TCACEGGAACTGGTA
3 AhPIP-7a 79.5% 'GGCACCATTGCCAATTGGGTTCGCUGTGTTCTTGGT) CeATCACeGGAACEGGTA' ﬂ
4 VuPIP1;1 78.2% TTGGGTTC GTTCTTGGTCCACTT SGCCACCATCCCUATCACTGGEACSGGTATAN
5 PVPIP1;3 77.9% STTGC .xm'ccc-mccc Gﬂcm'x’rcacr'rrcccaccuccmmc'rccaacma 5
6 NtPIP1;4 77.8% GGCACCATTGCCATTGG T THGCHGT! cﬂcmcmcacwrcccad‘uﬁcmmcrmmccm (A
7 AtPIP1;S 76.6% f*rg:cunccc’r’r mcrroc-x"rcacmrc.cux\ccarcccnwcmcmcmc;an
8 HaPIP1-3-like 78.4% GGCYCCR TTGCCAATTGGGTTC TTCTTGGTECACTT SGCCACRATCCCIATCACEGGAACTGGTATS)
9 RcPIP1-1 82.7% T'rcmcr’c:ucmmc&%rccﬁw GGAACEGGEA 5
10 JcPIP1 82.4% TTGGTECACTT ATCCCAATCAGHGGAACTGOTA {SAA)
pid 721 ‘ ‘ . . 800
1 GhPIP1;1 100.0% TGGGATGACCATTGGATTTTCTGGGTGGGAC
2 GmPIP1;7 80.1% C TCGTAGTCTTGGTGCRGCRATCATCTTCAACAAGGAC S S IGGITGGGA!
3 AhPIP-7a 79.5% C TCGEAGTCTTGGTGC) ccharmcum% CG TG TGACCATTGGATTTTCTGGG
4 VuPIP1;1 78.2% C GTCTEGGTGCHGCCATCATCTTCAACAR 'rcp.“ TTTTCTGGGTRGGA
5 PvPIP1;3 77.9% C 'rco::c'rc'x’cc'rccaccmrcucmam chcc TGGGA mmcrmrﬂma
6 NtPIP1;4 77.8% C r GTCTTGG’J‘ZC:AGCCATCATCT"CAA@ 'x""'r'rc'rcc-c';“cca
7 AtPIP1;5 76.6% C fc‘rc'r"co CATCATCT.\CAACAA STTCTGGGTEGGH
8 HaPIP1-3-like 78.4% C ‘AGTCTTGG’%CMATCATCT%AACM
9 RcPIP1-1 82.7% C GTAGTCTTGGTGCA
10 JcPIP1 82.4% cHAGCTCOTAGTCTTGETGCA
B pid 481 5 ‘ ‘ . 560
1 GhTIP2;1 100.0% GCTGACCC}\MGAAGGGATCACTCGGGACCATIGCACCCAITGCCA\TCGGCHCAH‘GHGGTGCCAACATCET
2 HaTIP2-1-like 75.9% GA e s
3 Atdelta-TIP 75.4% W GRS TR GCCA TGy S TEA TG T TGOTGCCARCAT CE THGC
4 NtTIP2-1-like  78.3% AT ECACC A T SO CAT G TCAT T PTG TOCPACATCT TS0
5 RCTIP2-1 O oA CCgAAGAAGOaA T i T OO A AT IO CCCATTOCCA T oG FTCATTOTTOGTGCCAACA TG0
6 JcTIP2-1 81.4% AGAANGGATCACTLGGSACCATTGCSCCCATRGCCA!
7 pvi 0071505851 75.6s  SeTEeAEEvveCES ey GG TTCAT G TTRs TCOAACATCT 6]
8 GmTIF2;4 O S .5 G AR GRA GGG L T A T GO AR CA T TGCAC AT TOC CATGG TTCATTGTTGOTGC CAACATCTTO00
9 AnTIP2-1-like  78.7%
pid 641 ‘ ‘ 7 720
1 GhTIP2;1 100.0% ATGGATCI‘A(.‘I’GGGI‘GGGACCACTGATCGGTGGCGGATTGTCTGGI‘CTCATCI‘ATGGAMTGTG‘I‘TCATGAAC °---u
2 HaTIP2-1-like  75.9%  ACHSOISBYRCCoNTEO ST T SoCE TS O OSCEEACCAL TACAS LGy LB TIOTAR
3 Atdelta-TIP 75045 ACROE oo T e RS T [ TGS NS T N S e GO TTCC
4 NtTIP2-1-like  78.3% A@WW@WE@MWW-—-C
5 RcTIP2-1 84.1% Ll TGGATCTACTGGGTIGGECCRCTIe TIGGTGGIGG, ECCTGG---1
6 JcTip2-1 81.4% T CCATCTARTGGGTIGG MWWWWMM"-C
7 PvXM_007150589.1 75.6% mmwm@mcaﬂc‘m@cuc
8 GmTIF2;4 80.13 GG CCy T A TG0 T GO TO e CTOGE T GA TCTAT GORAA TG S TTCATIEEC TCRRT
S AMIELI-like 75 A e Ui S e ok 5
C pid 161 2 ‘ ‘ . 240
1 GhSIP1;3 100.0% CC.ACCC'I‘CTTGGTCAGCCI'X‘ATGA’I‘G‘I'I‘TATCTTCACCATCATCGGCAACGCTCPCGGCGGCGCCACCTTCMTCC
2 AtsIPla 55.2% TTTG XSG TCGRIEANTTT, ETEEATCTTCACCETRAT! GCGCRAECTTCAATC
3 HaSIP1-2-like 56.7% SA M GTCGCRTE uv'*r'rw'rcp.'r GGCGC T TC!
4 NtSIPl-1-like 58.3% CIACHETHE RITIET w ) GGRIGC T TC!
5 RcSIP1-2 59.8% ST XSAGHTC G’r& a’m"‘. 5rrm TC GGCGC] T TCi
6 GmSIP1;3 60.5% CCAC! CRCETTTTG WTTTET CCATCATC 'CT) GG, C.liCTTCAA;-C
7 PvXM _007161709.1 59.1% ACCAZRRISCET{eGTC =T CCATCATC AL GCSCTCGGRGGIGCE, CTTCARSCC
8 AhSIP1-2-like 60.1% sAYSAARS SCTACCHECATIGG IS AAQCTTCAASC
9 Jcsipl-1 64.6% SAGET M AAATARTECTCTECR (Y ITTCAECETEATCGGCESCGC Y TT O
pid 321 400
1 GhsIP1;3 100.0% CGTCGGTGGAGTGGTGGGCGTGMGACAMTTTGGGGG‘I‘TCTTCCAAGGGMTATMAGAMCCATCMAGGAC
2 AtsIPla 55.2% S “T{eCA TEATTRCAZAY c@d“m\'x‘ SAATEA *W
3 HaSIP1-2-like 56.7% % T SGACETIECA' EGTT 'rg: AATASAAAS, GGAC
4 NtSIP1-1-like 58.3% Scalc SAGTHG, ECA' 'rcc& CASTASAA . GGAC
5 RcSIP1-2 59.8% A GTGG; ECATTE ocanc \GEAETATAACEA Ercca eAGGECCIE
6 GmSIP1;3 60.5% G A
7 PvXM 007161709.1 S59.1% -CLRT
8 AhSIP1-2-like 60.1%
9 JcsSIPl-1 64.6%

Figura 4. Alinhamento das sequéncias das variantes de AQPs, em plantas herbaceas. Setas

flanqueando as sequéncias de Gossypium indicam as regides usadas para desenho dos primers.
A: PIP1s, B: TIP2s, C: SIPs.



4.2. Trocas gasosas das plantas de algodao sob estresse salino

O curto periodo de estresse salino (72 h) ndo surtiu efeitos deletérios no fendtipo das
plantas de algoddo. As folhas permaneceram com coloracdo e textura normais, contudo foi
observada reducdo no crescimento no periodo de estresse (Figura 5). Durante o periodo

experimental, as temperaturas minimas e maximas se mantiveram em 20 °C e 45 °C e a umidade

relativa do ar em 20% e 85%, respectivamente (Figura 6).

Figura 5. Aspecto das plantas apds 72 h de estresse salino. G1: BRS Serid6; G2: CNPA 7MH;
G3: BRS Acécia; G4: FMT 701; G5: CNPA MT 2009 152; G6: BRS 416; G7: DP 555 BGRR,;

C: controle; S: estresse salino.
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A sintese da analise de variancia das varidveis fisioldgicas e massa seca das plantas
registradas ao final do estrese salino se encontra na Tabela 4. Diferenca estatistica significativa
foi encontrada para todas as varidveis nos tratamentos, genotipos e interacdo (T x G), com
excecdo da eficiéncia instantanea do uso da agua (EiUA), entre os tratamentos, e de conteudo

relativo de agua (CRA) que foi significativo apenas para a interagdo (T x G).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia das variaveis de trocas gasosas registradas nos

gendtipos de algoddo submetidos a 72 h de estresse salino (NaCl 190 mM)

QM

FV GL A Gs E Ci EiUA EiC MSPA CRA

Gendtipo (G) 6 10,0  0,004** 3,33** 1143** 0,62** 2e-4** 0,04** 0,01
Tratamento (T) 1 732**  0,03** 12,4**  2058** 4e-5 10e-3** 0,03* 0,02

GxT 6 142** 0,003** 1,25** 2620** 0,89** 4e-4** 0,07** 0,02**
Residuo 28 0,24 2e-4 0,06 197 0,1 2e-5 0,006 0,005
Média 7,17 0,12 3,02 204 2,43 0,035 1,00 1,17
CV (%) 6,95 11,2 8,39 6,87 12,9 11,2 7,93 6,42

Legenda: *; **- significativo a 5 % e 1% pelo teste F, respectivamente; FV: Fonte de variagao;
GL: Grau de liberdade; CV: coeficiente de variacdo; QM: quadrado médio; A: Fotossintese; gs:
Conduténcia estomaética; E: Transpiracdo; Ci: Carbono interno; EiUA: Eficiéncia instantanea no
uso da agua; EiC: Eficiéncia instantanea de carboxilacdo; MSPA: Massa seca de parte aérea;

CRA: Conteudo relativo de agua.

Na Figura 6 se encontra as médias dos genotipos para as variaveis de trocas gasosas,
medidas pelo IRGA ap6s 72 h de estresse. A salinidade provocou reducéo da fotossintese (A) em
todos os gendtipos avaliados, exceto para CNPA MT 2009 152, que teve aumento na assimilacao
liquida de CO, (Figura 7A) associada a manutencdo da condutancia estomatica (gs) (Figura 7D)
e aumento da eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) (Figura 7E). Isso indica melhor

ajustamento a condicgéo de estresse.
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Figura 7. Média das trocas gasosas registrada nas cultivares de algodao submetidas a salinidade

por 72h. A: Fotossintese (A) — umol de CO,m™?s™, B: Transpiragdo (E) — mmol de H,0 m?s™;

C: Carbono interno (Ci) — pmol m?s™; D: Condutancia estomatica (gs) — mol m??, E:

Eficiéncia instantanea de carboxilacdo (EiC) — [(umol m™s™) (umol mol™) ?]; F: Eficiéncia

instantanea do uso da &gua (EiUA) - [(umol m?s™ ) (mmol H20 m?s™) 1. Marcados com (*)

diferem estatisticamente do tratamento controle pelo teste de Tukey (p<0,05).
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A BRS Acécia apresentou leve reducdo (17%) em A, comparada aos demais genoétipos
(Figura 7A), o que associado com reducéo da transpiracdo (E) (Figura 7B) resultou no aumento
de 56% na eficiéncia instantdnea do uso da agua (EiUA, Figura 7F). Esse ajuste foi um
importante para esse gendtipo, visto que ele sofreu reducdo no conteudo relativo de dgua (CRA)
(Figura 8A), mas foi capaz de direcionar e aproveitar a limitacdo de agua disponivel paraa A. O
aumento na EiUA em BRS Acécia (Figura 7F) é uma importante estratégia de tolerancia, ja que
diminuiu o consumo de agua junto com a absorcdo de ions do solo que poderiam levar a
toxicidade das células.

Os gendtipos BRS Seridd, BRS 416 e 7MH também apresentaram reducdo em A, na
ordem de 30% a 35%, como resultado do fechamento dos estbmatos (gs) e da reducdo da E,
mantendo os mesmos niveis do controle de EiUA (Figura 7F), especialmente na BRS Serid6 que
teve reducdo no carbono interno (Ci) e manteve a eficiéncia de carboxilagdo (EiC) do controle
(Figura 7C e 7E). Isso denota que a reducdo de A nesse genotipo ocorreu pela menor
disponibilidade de CO,. Quanto aos genotipos FMT 701 e DP 555 BGRR, ambos apresentaram
expressivas reduces em A, E, EiUA e EiC (Figura 7A, B, E e F), indicando que esses materiais

foram mais sensiveis a salinidade imposta, durante 72 h.
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Figura 8. Massa seca de parte aérea (MSPA) (A) e contetdo relativo de agua nas folhas (CRA)
(B), apos 72 h de estresse salino. *- difere estatisticamente do controle (Tukey, p<0,05).

Apesar do ajuste fisiolégico demonstrado em BRS Seridé e BRS 416, esses apresentaram
reducdo na massa seca de parte aérea (Figura 8A), podendo indicar que a energia resultante do
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processo fotossintético foi realocada para os processos celulares de manutencdo e protecdo
contra o estresse imposto. Essa suposicdo se baseia nos achados de Zhang et al. (2014) que
avaliaram os efeitos da salinidade na morfologia, bioquimica e fisiologia de genotipos
contratantes de algod&o, submetidos a quatro concentragfes de NaCl (0 a 240 mM) durante 7
dias. Os autores observaram reducdo na A e em gs no genotipo tolerante a partir de 80 mM de
NaCl em meio hidrop6nico; o genotipo sensivel teve maior reducdo em A que foi resultado
também de limitacdes ndo estomaticas, como declinio do teor de clorofila nas folhas das plantas.
O gendtipo tolerante também apresentou reducdo na fitomassa de folhas, o que, de acordo com
0s autores, representa um mecanismo de adaptacdo da planta a salinidade, uma vez que esse
ajustamento € necessario para adaptacdo inicial e posterior manutencdo de energia que sera
direcionada para o crescimento. No gendtipo sensivel ndo houve perda na fitomassa, o que
também foi observado nesse trabalho com FMT 701 e DP 555 BGRR (Figura 8A).

4.3. Transcritos de aguaporinas em plantas sob estresse salino

Os transcritos de AQPs expressos nas raizes de algodao sob estresse salino durante 72 h
revelaram, no geral, uma tendéncia de repressao nas plantas que se apresentaram como tolerantes
a salinidade, nos ensaios fisiol6gicos, quer sejam BRS Seridd, 7MH, CNPA MT 2009 152 e BRS
416. Em comum entre elas ha a larga adaptacdo ao ambiente semiarido cujos solos, via de regra,
possuem baixa retencdo hidrica favorecendo a deposicédo de sais (VASCONCELOS et al., 2013).
Os perfis de GhTIP2;1 e GhPIP1;1 visto nesses genétipos condizem com o reportado na
literatura, quanto a habilidade de plantas tolerantes em lidar com a menor disponibilidade de
agua do solo. As PIPs se localizam na membrana plasmatica e atuam no fluxo de agua entre o
meio extracelular e o interior da célula (KAPILAN et al., 2018). As TIPs, localizadas na
membrana do vaclolo (tonoplasto), estdo envolvidas no ajuste osmotico, alterando a
permeabilidade de d4gua de modo a reduzir as flutuagbes no volume do citosol nos casos de
mudancas bruscas no potencial de &gua extracelular provocado tanto pela falta de gua como
pelo excesso de sais. A down regulacdo de GhTIP2;1 vista em BRS Seridd, 7MH, CNPA MT
2009 152 e BRS 416 pode contribuir para uma maior capacidade de sequestrar sodio (Na*) nos
vacuolos pela modulagdo da homeostase de ions e potencial osmético, uma vez que o acumulo
do Na* reduz o potencial hidrico do vactolo que pode resultar no influxo de agua do citosol se
ndo houver modulacdo da permeabilidade do tonoplasto. De acordo com Peng et al. (2016), que
avaliaram gendtipos contrastantes de algoddo submetidos a salinidade, a compartimentalizacao

do Na* é um dos mecanismos de tolerancia ao sal nessa cultura. Porém, a relacéo direta de TIPs
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com o sequestro de ions nos vacuolos ainda precisa ser estudada. Baseando-se nesses resultados
pode-se atestar que esses quatro gendtipos sdo os mais tolerantes a salinidade, o que também

pode ser atestado pelos resultados do ensaio fisiologico.

Expressao relativa (log2)

Seridé 7MH Acdcia FMT 701 MT 152 BRS 416 DP 555
OPIP1 ETIP2 ESIP1

Figura 9. Expressdo relativa dos transcritos de GhPIP1;1, GhTIP2;1 e GhSIP1;3 em genotipos
de algodoeiro submetidos a salinidade por 72 h durante a fase inicial de crescimento.

Diferentemente das demais cultivares adaptadas ao semiérido, a BRS Acécia apresentou
inducdo das trés AQPs, igualmente a FMT 701, que é adaptada aos Cerrados brasileiros e
sensivel a salinidade (MARCELINO, 2018). Inicialmente, pode-se inferir que a salinidade
interferiu no transporte de agua na BRS Acacia, baseando-se nos resultados visto na Figura 7B,
onde se observou grande reducdo no contetdo relativo de &gua nas folhas, o que pode ser
resultado da ineficiente distribuicdo da agua entre os tecidos. Por se tratar de um material
adaptado ao semiarido e, portanto, as intempéries hidricas, acredita-se que a BRS Acécia adota
outros mecanismos de ajustamento para tolerar a salinidade considerando que foi a Unica que
apresentou elevacdo da EiUA.

Esse resultado também foi observado por Katsuhara et al. (2003) que transformaram
plantas de arroz para superexpressar HvPIP2;1. Apds duas semanas de estresse salino (100 mM),
0s autores verificaram que a superexpressdo de HvPIP2;1 prejudicou o transporte de agua da raiz

para a parte aérea, tornando a planta mais sensivel do que o tipo selvagem.
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Dentre os materiais analisados, a DP 555 BGRR, foi a Unica que se manteve,
praticamente, em nivel basal nos transcritos de AQPs, com uma leve up regulacdo para
GhTIP2;1. Nos resultados fisiologicos verifica-se que esse genotipo reduziu todas variaveis das
trocas gasosas (Figura 7A, B, E e F), indicando se tratar de um material com capacidade limitada
de ajustar-se ao estresse salino, nas condi¢des adotadas nesse trabalho.

A literatura disponibiliza varios trabalhos com AQPs em plantas sob estresses abidticos,
com maior enfoque em PIPs. Na maioria deles, a superexpressdo € vista como efeito negativo
uma vez que prejudica o crescimento das plantas por interferir no fluxo geral do movimento de
agua na maioria dos tecidos e células (AHARON et al., 2003; ZHU et al., 2005; JANG et al,
2013). De acordo com Guo et al. (2015), o estresse salino é inicialmente percebido por
receptores nas raizes, que acarretam o aumento de moléculas sinalizadoras como célcio (Ca*) e
EROs, além de mudancas nos fitohorménios. Esses mensageiros secundarios provocam eventos
em cascata que afetam kinases e fatores de transcricdo que regulam a expressdao de genes
envolvidos em processos como detoxificacdo, HSPs, metabolismo de carboidratos, desidratagéo,
homeostase de ions e transporte através de membranas, resultando em respostas fisioldgicas de
adaptacéo, nas plantas tolerantes.

Em milho, Zhu et al. (2005) avaliaram os efeitos da salinidade na cv. Helix submetida a
NaCl (100 e 200 mM), durante 24h. Transcritos de ZmPIPs e ZmTIPs foram reprimidos em 24 h
apos a adicdo de NaCl (200 mM) nas plantas cultivadas em meio hidropbnico, enquanto que
apos 2 h no tratamento com menor concentracdo de sal (NaCl 100 mM) houve uma indugéo
transiente de ZmPIPs. Os autores ndao informam a natureza genética da Helix, com relacdo a
tolerancia a estresses ambientais, porém no estudo de Lohaus et al. (2000), que avaliaram a
fisiologia e bioquimica dessa cultivar submetida a 100 mM de NaCl durante 8 dias, os autores a
reportaram como tolerante ao sal, considerando que manteve a fotossintese durante o estresse e
nédo apresentou sintomas de toxicidade devido ao sal.

Em pinh&o manso, Jang et al (2013) avaliaram a expressdo de JcPIP1 e JCPIP2 em uma
cultivar tolerante a seca e sensivel ao sal submetida a estresse salino (NaCl 200 mM) durante 6
dias. No terceiro dia de estresse salino os autores observaram a up regulacdo de JcPIP2 em
raizes, enquanto que JCPIP1 manteve os mesmos niveis de expressdo do controle. Conforme o
periodo de estresse foi mantido, ap6s 6 dias, ambos JcPIP1 e JcPIP2 foram reprimidos em
folhas e raizes.

Com relacdo as SIPs, tratam-se de proteinas localizadas em membranas intracelulares,
principalmente nas do RE. Elas tém papel relevante na célula porque regulam o volume e a

concentracdo de ions da organela, permitindo maior ajuste as mudancas osméticas do meio
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intracelular provocadas pelo estresse (GOMES et al., 2009). Nesse trabalho a down regulacédo
dos transcritos foi mantida nos genotipos adaptados ao semiarido, com excecdo da BRS Seridé e
da BRS Acacia nas quais houve inducdo. Ainda existem poucos estudos sobre o papel dessa
variante na resposta a estresses abidticos, comparado com as PIPs e TIPs. Porém foi
demonstrado no trabalho de Zhang et al. (2017), que esse gene esta envolvido na resposta ao
estresse oxidativo, baseando-se na superexpresséo de GmSIP1;3 em plantas de tabaco
transgénico, que resultou em tolerdncia ao estresse imposto pela adicdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) (0,5 e 1,0 mM) no meio de cultivo. Assim, acredita-se que a up regulagéo de
GhSIP vista em BRS Acacia e BRS Serid6 pode ser um dos tipos de resposta para minimizar o0s
danos celulares provocados pelas EROS nos tecidos radiculares, causadas pela salinidade. Nos
outros gendtipos adaptados ao semiarido (7MH, CNPA MT 2009 152 e BRS 416), a down
regulacdo da GhSIP pode estar relacionada com o outro papel, que seria combater o desequilibrio
osmético no RE, provocado pelo estresse salino. A adogao de uma dessas vias depende muito da
habilidade do genOtipo em usar as varias nuances de defesa contra estresse abiotico,
considerando-se que o carater de tolerancia € multigénico e, portanto, dependente de varias rotas.

Baseando-se nos achados desse trabalho e os encontrados na literatura, é possivel afirmar
que a down regulacdo das cultivares estudadas nesse trabalho estd relacionada a um dos
mecanismos de tolerancia ao estresse salino. Para 0 melhoramento do algodoeiro, recomenda-se
que essas ferramentas sejam adotadas, especialmente as baseadas na expressao das AQPs PIP1 e
TIP2, de modo a auxiliar nos processos seletivos, focalizando na tolerancia a salinidade. Cabe
salientar que a maioria das respostas de AQPs em plantas submetidas a salinidade é consistente
com as respostas ao estresse hidrico (AFZAL et al., 2016), indicando que o uso de marcadores de
AQPs pode ser muito contributivo em programas de melhoramento de varias espécies,

submetidas a estresses ambientais.
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5. CONCLUSAO

Baseando-se nos resultados obtidos dos transcritos de AQPs nas plantas de algodao
submetidas a salinidade durante 72 h, pode-se atestar que as variantes PIP1 e TIP2 sdo
indicadores confiaveis para identificar plantas tolerantes a salinidade. Essa constatacdo é
consubstanciada com os resultados fisiolégicos que também corroboraram com o0s achados

encontrados na literatura, para algoddo e outras espécies cultivadas.
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