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RESPOSTAS FISIOLOGICAS DE Ricinus communis A REDUCAO NA
DISPONIBILIDADE DE AGUA NO SOLO?

Autora: Tanise Luisa Sausen
Orientador: Luis Mauro Gongalves Rosa

RESUMO

O cenario de mudancgas climaticas globais sugere um aumento da aridez em
muitas areas do mundo, com propensdo ao aumento de chuvas no inverno e
periodos de seca cada vez mais frequentes no verdo. A deficiéncia hidrica afeta a
performance vegetal através de efeitos sobre o crescimento e a fotossintese. A
mamona (Ricinus communis) é considerada uma cultura tolerante a seca, de elevada
importancia econémica devido a utilizacdo do éleo extraido de suas sementes na
producao de biodiesel. Os efeitos do estresse hidrico sobre o processo fotossintético
de plantas de mamona foram investigados em duas fases experimentais distintas. Na
etapa 1 de um estudo realizado em casa de vegetacéao, alteragdes nos parametros
da fluorescéncia da clorofila a foram analisados. Sob condi¢cbes de déficit hidrico, a
absorgédo de energia pela antena do fotossistema |l foi reduzida e um aumento nos
mecanismos de dissipagado de energia parece regular a atividade do fotossistema. Na
etapa 2 deste estudo, as possiveis limitacbes na assimilacdo de carbono e a
eficiéncia no uso da agua foram investigados. Em condicbes de estresse hidrico
observou-se a redugao da atividade de troca gasosa e o aumento da eficiéncia no
uso da agua. A analise de curvas de resposta a concentragao interna de CO; (A-Cj) e
dos parametros bioquimicos demonstrou que, sob suave seca, a limitacao
estomatica é a principal responsavel pela reducdo da fotossintese. Entretanto, sob
condi¢cdes de severa seca, além da limitacido estomatica, a fotossintese é afetada
também por limitagdes bioquimicas. Nas duas fases experimentais, observou-se a
reducédo do crescimento e da area foliar total nas plantas de mamona em estresse
hidrico. A reducao da disponibilidade de agua no solo parece regular a atividade do
aparato fotossintético de plantas de mamona, e a reducdo no processo de
fotossintese é causada por limitacbes estomaticas e metabdlicas que variam de
acordo com a intensidade do estresse hidrico.

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (87p.) Margo, 2007.
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PHYSIOLOGICAL RESPONSES OF Ricinus communis TO REDUCTIONS IN
SOIL WATER AVAILABILITY?

Author: Tanise Luisa Sausen
Advisor: Luis Mauro Gongalves Rosa

ABSTRACT

The worldwide climate change scenario suggests an increase in aridity in many
areas around the world. This may be accompanied by increases in rainfall during
winter and ever more frequent drought periods during the summer. Reductions in
water availability affect the plant performance through the effects upon growth and
photosynthesis. Castor bean is thought to be a drought tolerant crop which has grown
in economic importance due to the production of biodiesel. In this study, the water
stress effects on the photosynthetic processes of castor bean plants were
investigated in two distinct experimental phases. At phase 1, changes in chlorophyll
fluorescence parameters and stomatal conductance were analyzed in greenhouse
grown plants. Under water stress conditions, the PSIlI antennae energy absorption
was reduced and an increase of the energy dissipation mechanisms seems to
regulate the activity of photosystem Il. At the phase 2, the limitations to carbon
assimilation and the water use efficiency were investigated upon water stress
conditions. A decrease in gas exchange and an increase on the water use efficiency
were observed. The analysis of Assimilation vs internal CO, concentration response
curves and the biochemical parameters of photosynthesis shows that, under mild
drought stress, the stomatal limitation was the main factor reducing photosynthetic
performance. However, under severe drought conditions, stomata was not the only
limiting factor, because photosynthesis was also affected by biochemical limitations.
In both phases growth and leaf area decreased under water stress. The reduction on
the soil water availability seems to regulate the activity of the photosynthetic
apparatus, and the decrease in photosynthesis is caused by stomatal and metabolic
limitations, which vary in magnitude according to the water stress intensity.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (87p.) March, 2007.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO GERAL

O cenario de mudangas climaticas globais sugere um aumento da aridez em
muitas areas do mundo. Neste cenario, a deficiéncia hidrica em conjunto com altas
temperaturas e altas irradiancias, € o mais importante limitador ambiental da
sobrevivéncia e produtividade vegetal. Dessa forma, um melhor entendimento dos
efeitos da seca sobre as plantas é vital para fornecer praticas de manejo e técnicas
de melhoramento na agricultura e compreender os efeitos sobre a distribuigdo da
vegetacao.

Na natureza, as plantas podem estar sujeitas ao desenvolvimento lento e
gradual da escassez de agua (dentro de semanas a meses) ou a deficiéncias
hidricas desenvolvidas em curto periodo de tempo (horas ou dias). A desidratagcéo
lenta ou rapida pode ter resultados totalmente diferentes em termos de resposta

fisiologica ou adaptagdo (McDonald & Davies, 1996), e a importancia do tempo em



que a planta manifesta a resposta pode mudar dramaticamente de acordo com o seu
genotipo ou o ambiente (Chaves & Oliveira, 2004).

Classicamente, a resisténcia das plantas a seca tém sido dividida em
estratégias de escape, evitamento e tolerancia (Levitt, 1972; Turner, 1986). Todavia,
estas estratégias ndo sdo mutuamente exclusivas e, na pratica, as plantas podem
combinar uma ampla gama de respostas (Ludlow, 1989). As plantas que escapam da
seca exibem um alto grau de desenvolvimento de plasticidade, sendo capazes de
completar seu ciclo de vida antes que o déficit hidrico ocorra.

O evitamento da desidratacdo estd associado com uma variedade de
caracteristicas adaptativas que envolvem minimizar a perda e maximizar o ganho de
agua. A perda de agua € minimizada pelo fechamento estomatico; pela redugao da
absorgéo de luz através do enrolamento foliar (Ehleringer & Cooper, 1992), de uma
densa camada de tricomas aumentado a refletancia (Larcher, 2000), da redugao nos
angulos foliares; ou pelo decréscimo da area foliar através do crescimento reduzido e
queda de folhas velhas. O ganho de agua é maximizado pelo ajuste no padrao de
alocagdo, aumentando o investimento em raizes e diminuindo a propor¢cao de
matéria seca alocada para a parte aérea (Jackson et al., 2000).

A tolerancia ao estresse hidrico, por outro lado, pode envolver tanto processos
que resultem na manutencdo do turgor, envolvendo o ajuste osmético (Morgan,
1984), como processos que mantenham a integridade celular sob condigbes de
desidratagao (Jones, 1991), com paredes celulares mais rigidas ou células menores
(Wilson et al., 1980). As plantas podem suportar as condigdes de seca evitando a
desidratagao dos tecidos, ao manter altos valores de potencial hidrico ou por tolerar

potenciais hidricos baixos. Dorméncia parcial da planta para sobreviver a estacao



seca € outra estratégia de tolerancia, e a dorméncia ocorre pela repressdo de genes
que codificam proteinas relacionadas com a fotossintese (Mittler et al., 2001).

A resposta integrada da planta, incluindo a assimilacdo de carbono, a
alocagdo de fotoassimilados para diferentes partes da planta e a habilidade
reprodutiva, possibilita a sobrevivéncia e a manutencdo em condi¢cées de estresse
ambiental (Pereira & Chaves, 1993). Estas respostas podem ter influéncia negativa
sobre a assimilacao de carbono e o crescimento.

As diferencas entre as espécies no crescimento e sobrevivéncia podem ser
causadas mais provavelmente por diferengcas na capacidade para a aquisicdo de
agua e transporte do que por drasticas diferengcas no metabolismo (Chaves et al.,
2002). Todavia, a assimilagdo de carbono sempre decresce, em condigdes de
estresse hidrico, como consequéncia de limitacbes a difusdo de CO, na folha, do
desvio da alocagdo de carbono para 6rgéos nao fotossintetizantes e moléculas de
defesa, ou de mudangas na bioquimica foliar que resultam em redugdo na
fotossintese.

1.1. Influéncia do déficit hidrico sobre o crescimento

O crescimento celular é considerado o processo mais sensivel a baixa
disponibilidade de agua no solo (Kramer & Boyer, 1995), com a divisdo e expansao
celular sendo diretamente inibidas pelo estresse hidrico (Zhu, 2001). Esta
sensibilidade deve-se ao impacto do déficit hidrico sobre a taxa de expansao das
células, devido a perda no turgor (Hale & Orcutt, 1987; Kozlowski & Pallardy, 1997).
As plantas podem manter o turgor pela acumulagdo de solutos (ajuste osmético), e
possivelmente pelo ajuste da elasticidade das suas paredes celulares (Marshall &

Dumbroff, 1999). O ajuste osmdtico, assim como o fechamento dos estdmatos,



permite as plantas escapar da desidratagéo e da perda do turgor pela manutencéo
do conteudo de agua nas células. Além disso, as plantas submetidas a um estresse
hidrico podem escapar da redugdo no potencial hidrico e manter o turgor pela
reducédo na elasticidade de suas paredes celulares (Eze et al., 1986; Levitt, 1986;
Fan et al., 1994; Saito & Terashima, 2004).

Além dos efeitos sobre a expansdo celular, os efeitos negativos do déficit
hidrico sobre a fotossintese e a absorcdo de ions contribuem para a reducédo nas
taxas de crescimento. A redugdo do crescimento € considerada como uma
caracteristica adaptativa para a sobrevivéncia da planta, pois permite direcionar
assimilados e energia, antes utilizados para o crescimento do caule, em moléculas
protetoras para combater o estresse (Zhu, 2002) e/ou para manter o crescimento da
raiz, para absorgao de agua (Chaves et al., 2003).

Sem duvida, a alocagao de biomassa é um dos principais mecanismos pelos
quais as plantas se ajustam as mudangas nos recursos ambientais para obter mais
eficientemente os recursos limitantes (Chapin et al., 1987). Medidas do crescimento
diferencial de 6rgaos, ou seja, razdes entre raizes e parte aérea, podem fornecer um
indicador do desempenho de cada componente da planta em um determinado
ambiente. Além disso, a habilidade para acumular (e mais tarde remobilizar) reservas
do caule é uma importante caracteristica para manter o crescimento reprodutivo sob
déficit hidrico (Blum et al., 1994).

De acordo com Jones (1991), a parte aérea € o componente da planta mais
afetado pela baixa disponibilidade de agua no solo, pois a redugdo no seu
crescimento ocorre antes da reducdo no crescimento das raizes, o que resulta em

um aumento na razdo de biomassa entre raiz e parte aérea. A profundidade do



sistema radicular exerce um importante papel na capacidade das plantas em
absorver agua (Niklas, 1992). Sistemas radiculares densos e profundos sao os
principais responsaveis pela absor¢gdo de agua quando a superficie do solo seca,
possibilitando as plantas tolerarem o déficit hidrico (Oren & Sheriff, 1995).

Heckenberger et al. (1998) observou em plantas de mamona, sob condi¢gdes
de estresse hidrico, que a divisdo e expansao celular foram afetadas, causando a
maturacao das folhas em tamanhos menores. Além disso, observou um declinio na
condutancia estomatica, via “feedforward” devido ao aumento da densidade de
estdmatos nas folhas de plantas estressadas. A dindmica do crescimento também
pode ser afetada pelo estresse hidrico. Em muitas espécies, uma maior atividade de
crescimento € observada durante o periodo noturno, devido ao aumento do potencial
hidrico e do turgor causado pela redugao da atividade estomatica (Schurr, 1998). No
caso especifico de plantas de Ricinus communis sdo observados picos de
crescimento durante a noite e valores minimos de crescimento durante o periodo da
tarde (Schurr et al., 2000).
1.2. Influéncia do déficit hidrico sobre o processo fotossintético

A taxa fotossintética é determinada pela interacdo de varios processos e
sistemas: (1) absor¢ao de luz, transporte de elétrons e sintese de ATP e NADPH
associado com a membrana do tilacoide, (2) a capacidade das enzimas do Ciclo de
reducao de carbono (PCR) no estroma do cloroplasto para a regeneracéo da ribulose
1,5 bisfosfato (RuBP) e da ribulose bisfosfato carboxilase-oxigenase (Rubisco) para a
assimilacdo de CO; e (3) consumo de assimilados para evitar a inibicdo da
fotossintese pelos produtos ou escassez de fosfato no estroma (Lawlor, 1995a). Uma

regulacao eficiente da assimilagdo de carbono, sob variavel disponibilidade de agua,



depende da habilidade da planta para manter um equilibrio entre esses processos,
sendo que o fluxo através de cada componente do processo € um balanco com os
outros (Geiger & Servaites, 1994).

Uma das primeiras mudancgas fisiolégicas do estresse hidrico ocorre no
processo de fotossintese (Chaves, 1991; Lawlor, 1995b). Porém, ha controvérsias
sobre as mudancgas fisioldgicas pelas quais o estresse hidrico reduz a assimilagao
fotossintética de CO, (Flexas & Medrano, 2002; Lawlor & Cornic, 2002). Dois efeitos
principais sdo considerados: restricdo a difusdo de CO, para dentro da folha,
causado pelo fechamento estomatico, e a inibicdo do metabolismo do carbono
(Tezara et al., 1999).

Entretanto, ha substancial consenso de que a reduzida difusdo de CO, da
atmosfera para o local de carboxilacdo é a principal causa para o decréscimo da
fotossintese na maioria das condigdes de estresse hidrico (Chaves & Oliveira, 2004;
Flexas et al., 2004). A reducédo da capacidade de difusdo na folha é devida a dois
componentes que s&o regulados quase simultaneamente, o fechamento estomatico e
a redugao na condutancia do mesofilo (Flexas et al., 2006).

O fechamento estomatico é considerado como uma das respostas iniciais da
planta a escassez de agua no solo (Sharkey, 1990; Chaves, 1991, Cornic & Massaci,
1996). O estdmato fecha em resposta ao declinio no turgor e/ou potencial hidrico da
folha (Ludlow, 1980) ou a baixa umidade atmosférica (Schulze et al., 1986; Maroco et
al., 1997). A resposta estomatica frequentemente € mais associada ao conteudo de
agua no solo do que ao status hidrico da folha, e o acido abscisico (ABA) foi
identificado como um dos sinais quimicos envolvidos na regulagao do funcionamento

estomatico (Davies & Zang, 1991). Quando as raizes entram em contato com a



superficie seca do solo iniciam uma série de respostas adaptativas, como o
fechamento estomatico, antes que o status hidrico da planta decline. A regulagéo do
fechamento estomatico envolve uma sinalizagdo de longa distancia com transporte
de acido abscisico das raizes para as folhas (Gowing et al., 1993; Dauvies,
Kudoyarova & Hartung, 2005; Dodd, 2005).

A reducado da condutancia do mesofilo tem recentemente sido reconhecida
como uma importante causa para a redugao da difusdo de CO,, sob seca (Flexas et
al., 2002; Warren et al., 2004). Algumas observagdes sugerem que uma regulagao
eficiente e rapida da condutancia do mesofilo ao CO,, em resposta a variagao das
condi¢gdes ambientais, podem estar relacionadas a expressao e/ou regulacéo das
aquaporinas na membrana plasmatica (Hanba et al., 2004; Uehlein et al., 2003).

Limitacbes metabdlicas da fotossintese podem ocorrer por redugdes na
regeneragao da ribulose-1,5-bisfosfato, RuBP, (Gimenez et al., 1992; Gunasekera &
Berkowitz, 1993); na sintese de ATP (Tezara et al., 1999; Lawlor, 2002), na
fotoquimica foliar (Cornic & Massaci, 1996; Flexas et al., 1999) e na atividade da
Rubisco (Medrano et al., 1997; Tezara et al., 1999; Maroco et al.,2002). Além disso,
o declinio na fotossintese pode estar associado ao decréscimo na eficiéncia quantica
do fotossistema I, e essa redugcdo € considerada um ajuste na maquinaria
fotossintética a redugéo na disponibilidade de recursos (Chaves et al., 2002). De fato,
algumas reacdes do metabolismo fotossintético tém sua eficiéncia reduzida devido a
baixa concentragdo de CO, (Cornic & Fresneau, 2002).

Com a reducdo da conduténcia estomatica, a atividade fotoquimica é
reduzida, a atividade da Rubisco pode ser afetada, a redugcdo na capacidade de

regeneracdo da RuBP é acompanhada pela redugdo na sintese de ATP e a



fotoinibicdo eventualmente ocorre quando a seca é muito severa e o fechamento
estomatico é quase completo (Flexas & Medrano, 2002). Este padrdo de mudanga
metabdlica suporta a asser¢cdo de Cornic (2000), de que o fechamento estomatico é
a primeira causa da reducdo da taxa fotossintética, mas induz a limitagbes
metabdlicas ou a redugao na eficiéncia da fotossintese.

As respostas da fotossintese e da condutancia estomatica ao déficit hidrico
podem ser separadas pela exposicdo de folhas estressadas ao ar contendo
concentragdes altas de CO; (Sharkey et al., 1982). Lawlor & Cornic (2002) propdem
que dois diferentes padrbes ou sindromes de respostas fotossintéticas ao déficit
hidrico podem ocorrer (tipo | e tipo Il). As definicbes destas sindromes utilizam o
conteudo relativo de agua na folha (RWC) como o indicador da intensidade do déficit
hidrico no nivel foliar.

Em ambas plantas tipo | e tipo Il, a fotossintese decresce a medida que o
RWC torna-se baixo devido ao aumento do déficit hidrico. Na resposta tipo I,
elevadas concentragbes ambientes de CO, restabelecem a fotossintese, vencendo a
reduzida condutancia estomatica. Entdo claramente os processos do mesofilo ndo
foram inibidos. Assim, o controle ocorre inteiramente via conduténcia estomatica.
Entretanto, na resposta tipo Il, o potencial fotossintético € mais sensivel ao
decréscimo do RWC e elevadas concentracbes de CO, ndo restabelecem a
fotossintese, mostrando que o potencial fotossintético € limitado por fatores
metabalicos.

Em resumo, a resposta da fotossintese a escassez de agua no solo pode ser
dividida em duas fases distintas: durante o primeiro estagio, a fotossintese é

principalmente limitada pela restricao a difusdo de CO, (decréscimo na condutancia



estomatica mais decréscimo na condutancia do mesofilo); durante a segunda fase,
caracterizada pela reduzida condutancia estomatica, um prejuizo metabdlico geral
ocorre. A regulagao da eficiéncia e a protecao do processo de fotossintese envolvem
mudancgas na absorg¢ao de luz, no metabolismo de carbono, ativacdo de sistemas
antioxidantes contra radicais livres e aumento de mecanismos protetores para
dissipacao do excesso de energia excitada (Krause, 1988).

A fotossintese € um dos principais determinantes para a produtividade e
sobrevivéncia das plantas. No atual cenario de mudanga climatica, o conhecimento
da sequéncia de eventos levando a limitagdo ou inibicdo da assimilagdo de carbono
é fundamental, devido a sua influéncia sobre a performance vegetal (Chaves et al.,
2003).

A mamona, Ricinus communis, € considerada uma cultura extremamente
tolerante a seca, amplamente distribuida em diversas regides do Brasil. A destacada
importancia econdmica do 6leo extraido das sementes devido a grande utilidade na
industria quimico-farmacéutica aliada a sua utilizagdo na produgao de biodiesel tem
recebido especial atengdo e incentivado o seu cultivo. Além da destacada
importancia econbmica, a mamona apresenta uma interessante importancia
ecoldgica, pois a sua ocorréncia em areas contaminadas por metais pesados parece
indicar seu potencial fitorremediador, podendo ser utilizada na recuperacao de areas
degradadas.

O objetivo geral deste estudo foi analisar os efeitos do déficit hidrico sobre o
processo de fotossintese e de crescimento de Ricinus communis, avaliadas em duas

fases experimentais distintas, que serdo apresentadas em dois capitulos.



A primeira parte do estudo (capitulo Il) compreende a analise dos efeitos
sobre o processo fotoquimico da fotossintese e padrao de crescimento de plantas de
mamona, com principal énfase nos efeitos do déficit hidrico sobre o aparato
fotossintético. Com a analise das respostas da fluorescéncia da clorofila pretende-se
responder a seguinte questdo: As variagbes observadas estdo relacionadas a
mecanismos de protecdo ou refletem mudancas nas propriedades do sistema
fotossintético de mamona?

Na segunda etapa (capitulo Ill) os efeitos sobre o processo bioquimico da
fotossintese e padrdo de crescimento foram avaliados para analisar as possiveis
limitacbes ao processo fotossintético e as estratégias utilizadas por plantas de

mamona para tolerar redugdes na disponibilidade de agua no solo.
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CAPITULO I

ALTERACOES NA CONDUTANCIA ESTOMATICA E FLUORESCENCIA
DA CLOROFILA a DE PLANTAS DE Ricinus communis SUBMETIDAS
AO DEFICIT HIDRICO DO SOLO

2.1. RESUMO

A baixa disponibilidade hidrica € um dos fatores de maior impacto sobre o
crescimento e a produtividade vegetal. A baixa disponibilidade de CO, causada pelo
fechamento estomatico, pode reduzir a eficiéncia do fotossistema Il para manter um
adequado balanco entre o transporte de elétrons e o metabolismo de carbono. As
respostas de plantas de Ricinus communis submetidas a reduc¢ao na disponibilidade
de agua no solo foram avaliadas através de medi¢cbes da condutancia estomatica e
da fluorescéncia da clorofila a. A reducdo do conteudo gravimétrico de agua no solo
e do potencial hidrico das folhas de plantas estressadas foi acompanhada pela
reducdo da condutancia estomatica e da transpiracdo. Durante o periodo

experimental ndo foram observadas redugdes na maxima eficiéncia quantica do PSlI



em distribuir os elétrons (F./Fn). A eficiéncia da antena do PSII (F,’/Fr") foi reduzida
nas plantas estressadas, sendo acompanhada pelo aumento da dissipacdo de
energia, dado pelo aumento na fluorescéncia minima (Fo), quenching n&o-
fotoquimico (NPQ) e na fracdo de energia que é dissipada termalmente (D) e
redugdes dos processos fotoquimicos, com o decréscimo na taxa de transporte de
elétrons (ETR), no quenching fotoquimico (qP) e na fragdo de energia absorvida pelo
PSIl que é utilizada no processo fotoquimico (P). Nesse sentido, sob condi¢des de
déficit hidrico, a absorcéo de energia pela antena foi reduzida e um aumento nos
mecanismos de dissipacdo de energia parece regular a atividade do PSIIl, o que

confere protegédo ao aparato fotossintético de plantas de mamona.

2.2. INTRODUCAO
A baixa disponibilidade hidrica € um dos maiores limitadores da produtividade
e do crescimento vegetal. Varios trabalhos tém abordado a importadncia do
fechamento estomatico na regulagéo da fotossintese, especialmente em condi¢des
de seca suave, ao restringir a disponibilidade de CO, para o metabolismo (Chaves,
1991; Cornic, 2000). Outros estudos sugerem que a fotossintese € regulada por
limitagbes metabdlicas, através da redugdo da regeneragdo da RuBP (Gimenez et
al., 1992; Gunasekera & Berkowitz, 1993), da atividade da Rubisco (Medrano et al.,
1997; Maroco et al.,, 2002), da producéo de ATP (Tezara et al., 1999; Lawlor &
Cornic, 2002), da atividade do fotossistema |l (PSIl) e do transporte de elétrons
(Krause, 1988; Long et al., 1994).
As reagdes fotoquimicas primarias da fotossintese, como o transporte de

elétrons ao longo da membrana do tilacoide, sao altamente eficientes e consideradas
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resistentes a seca (Cornic et al., 1989; Epron & Dreyer, 1992), e variagdes na
atividade do PSII podem ser explicadas por mudangas na disponibilidade de
substrato (Cornic & Fresneau, 2002; Chaves & Oliveira, 2004). A baixa
disponibilidade de CO, causada pelo fechamento estomatico, pode reduzir a
eficiéncia do fotossistema |l em manter um adequando balango entre o transporte de
elétrons, o metabolismo de carbono e o consumo de ATP e NADPH (Krause & Weis,
1991; Tezara et al., 2005).

Investigacdes baseadas na contribuicdo da fluorescéncia da clorofila tém
demonstrado que o fotossistema Il é resistente ao déficit hidrico, ndo sendo afetado
(Lu & Zhang, 1998 Shangguan et al.,, 2000) ou sendo afetado somente sob
condicbes de severa seca (Saccardy et al., 1998). A analise das mudangas na
emissao de fluorescéncia da clorofila a € uma poderosa ferramenta para estimar a
taxa de transporte de elétrons nas folhas (Genty et al., 1989), e a dissipagao térmica
de energia no PSII (Krause & Weiss, 1991; Demmig-Adams et al., 1996).

A eficiéncia do PSII é determinada pela eficiéncia com que o féton absorvido
pode alcangar o centro de reagdo e pela proporgdo de centros de reagdo que sao
capazes de transferir um elétron para outro componente da membrana (Genty,
1989). Redugbes na eficiéncia do PSIl sdo acompanhados por mecanismos
protetores, que sdo uma importante estratégia em condi¢cbes de estresse hidrico. Tal
protecdo pode ser alcangada pela regulagdo da dissipagdo térmica por diferentes
mecanismos, envolvendo o ciclo das xantofilas (Demmig-Adams et al., 1995), o
turnover da proteina D1 (Kato et al., 2002) e o ciclo agua-agua (Asada, 1999). Estes
mecanismos protetores competem com o processo fotoquimico pela energia

absorvida e evitam danos a maquinaria fotossintética.
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Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos da redugdo na
disponibilidade de agua no solo em plantas de Ricinus communis e verificar
possiveis alteragdes nos parametros de fluorescéncia da clorofila a, relagdes hidricas
e concentracdo de pigmentos fotossintetizantes. Com a analise das respostas da
fluorescéncia da clorofila pretende-se responder a seguinte questdo: sera que as
variagcdes observadas estdo relacionadas a mecanismos de protecdo ou refletem

mudancas nas propriedades do sistema fotossintético de mamona?

2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. Condic0Oes de Cultivo e Tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao situada na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de outubro de
2005 a janeiro de 2006, com plantas de Ricinus communis (L.), cultivar BRS 149
Nordestina, adquiridas da Embrapa CNPA (Campina Grande/PB).

As sementes de mamona foram germinadas em camara de germinagao sob
temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. Apds a
germinagao, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos de 7L (1 planta por
vaso) contendo substrato solo comercial (TerraPreta®):areia (1:1) e irrigadas
diariamente com agua. Para evitar a perda de agua do solo por evaporagdo o
substrato foi coberto com polietileno expandido.

As condi¢cdes de temperatura e umidade do ar, durante o periodo experimental,
foram registradas com um data logger (Pinguim, RHT) instalado na casa de

vegetacao, na altura média das plantas. A irrddiancia média na casa de vegetagao
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onde as plantas foram cultivadas foi de 200 pmol m? s (reducdo de 80% da
irradiancia externa).

Apds um periodo de aclimatagdo das plantas (38 dias apds a transferéncia
para os vasos), foram iniciados os tratamentos que, consistiram em plantas
hidratadas (controle) e plantas estressadas. As plantas controle continuaram a
receber irrigagdo diaria para manter a quantidade de agua no solo em 90% da
capacidade de vaso. O déficit hidrico foi imposto pela redugéo lenta e gradual da
reposigao de agua, a partir da quantidade de agua transpirada.

As avaliagdes dos efeitos do déficit hidrico foram iniciadas nove dias apds a
aplicacédo dos tratamentos. Foram realizadas medi¢gbes semanais em cinco plantas
por sistema de irrigacao, utilizando-se a folha mais jovem, completamente expandida

em todos os parametros avaliados.

2.3.2. Conteudo gravimétrico de agua no solo

O conteudo gravimétrico de agua no solo foi registrado diariamente a fim de
repor a quantidade de agua transpirada nas plantas hidratadas e acompanhar a
reducédo na disponibilidade de agua no solo nas plantas submetidas a reducdo da
irrigacado. O conteudo gravimétrico de agua no solo foi avaliado através da pesagem
diaria dos vasos e aplicagcdo da equagao:

0 m = Mgy — Mss/ Mgs

Onde, mg, € a massa de matéria umida do solo estimada anteriormente, no teste de
capacidade de vaso, e mgs € a massa de matéria seca do solo correspondente a

agua consumida (transpirada) pelas plantas.
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2.3.3. “Status” hidrico das plantas

O grau de déficit hidrico das plantas foi avaliado através de medigdes do
potencial hidrico das folhas (yy) usando uma camara de pressdo (modelo 3005,
Soilmoisture Equipment Co., EUA). As medi¢cdes do potencial hidrico das plantas
foram realizadas posteriormente as medigdes de fluorescéncia da clorofila, durante o

periodo da tarde (15 horas).

2.3.4. Condutancia estomatica e transpiracao
A condutancia estomatica e a transpiragao foram monitoradas semanalmente,
em dias ensolarados, no periodo das 9 horas as 11 horas da manha, com auxilio de

um porémetro estacionario (LI-1600, LICOR).

2.3.5. Fluorescéncia da clorofila a

Apos as medicdes de condutancia estomatica, foram realizadas medicbes de
fluorescéncia da clorofila em folhas intactas, com auxilio de um fluorémetro de pulso
modulado sob condi¢des luz e temperatura ambiente (Hansatech, FMS 2). As folhas
foram inicialmente pré- adaptadas ao escuro por 60 minutos para determinagao da
fluorescéncia inicial (Fp). Para determinacédo da fluorescéncia maxima (Fn,), a folha
pré-adaptada ao escuro foi submetida a um pulso de luz saturante por 0,5 segundos.
A maxima eficiéncia fotoquimica do PSII (F,/F,) foi estimada como a razdo da
fluorescéncia variavel (F,) para a fluorescéncia maxima. Apés as medigdes em folhas
adaptadas ao escuro, a luz actinica foi ligada durante 2 minutos. Quando a

fluorescéncia foi constante (Fs), a maxima fluorescéncia no estado adaptado a luz
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(Fm’) foi medida pela aplicagdo de um pulso de luz saturante por 0,5 segundos. Apos
as medicoes de Fs e F,', a folha foi temporariamente adaptada ao escuro (luz
actinica desligada) e um pulso de 5 segundos de luz vermelha foi aplicado para
determinagdo da minima fluorescéncia (Fp'). A partir dessas medidas os seguintes
parametros foram calculados: eficiéncia da antena do PSIl, F,'/Fn’, quenching
fotoquimico (gqP) e quenching n&o-fotoquimico (NPQ). A taxa de transporte de
elétrons foi calculada pela equagdo, ETR= F,/F,*0.5*"PPDF*0.84. PPFD
corresponde a densidade de fluxo da radiacao fotossinteticamente ativa incidente;
0,5 é um fator que explica a distribuicdo da energia entre os dois fotossistemas, e
0,84 é a porcentagem de irradiancia que € absorvida pela folha. Além disso, a fragcéo
de energia utilizada no processo fotoquimico foi calculada através da seguinte
equagao: (P= F,'/F," * qP) e a fracdo de energia dissipada por calor por: (D= 1 -

F.'/Fm"), de acordo com o modelo proposto por Demmig-Adams et al. (1996).

2.3.6. Conteudo de Clorofila

Apos a excisdo das folhas para medigdo do potencial hidrico, discos foliares
foram retirados para determinacédo do conteudo de clorofila. A extracao foi realizada
em etanol (100%), e a leitura das absorbtancias em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 649 e 665 nandmetros. A concentragcao de clorofila foi

calculada de acordo com as equacdes de Wintermann & De Mots (1965).

2.3.7. Medidas de crescimento
A taxa de crescimento da parte aérea comecou a ser avaliada 38 dias apds a

emergéncia, através de medidas da altura da parte aérea feitas com uma régua
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graduada em milimetros. Posteriormente, essas medidas foram avaliadas
semanalmente. Antes do desmonte do experimento o didmetro do caule, na altura
das folhas cotiledonares, foi obtido com auxilio de um paquimetro digital.

Com o desmonte do experimento, a parte aérea das plantas foi separada do
sistema radicular para obtencdo da massa de matéria seca de cada componente da
planta individualmente. A area foliar final das plantas controle e estressadas foi
avaliada, utilizando um medidor de area foliar (LiICOR 3100).

Apéds, todo o material foi colocado em estufa e mantido a 60°C até massa
constante, sendo entdo pesado. A partir dos valores de massa de matéria seca da
parte aérea e raizes, foi calculada a razdo entre biomassa total de raizes e parte

aérea, visando caracterizar os padrdes de alocacdo de matéria seca.

2.3.8. Delineamento Experimental Completamente Casualizado
As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas através da analise da
magnitude das médias e dos desvios padrao da média em cinco plantas por sistema

de irrigacdo através de medi¢cdes semanais dos parametros avaliados.

2.4. RESULTADOS
As variagdes da temperatura e do déficit de pressao de vapor (DPV) na casa de
vegetacao podem ser observadas na FIGURA 1. O experimento foi realizado durante

0 verao e as temperaturas préximo ao meio-dia foram de 36° a 42°C.
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FIGURA 1: Variacido da temperatura do ar no periodo do meio dia e déficit de
pressao vapor no periodo entre as 9 e 11 horas da manha dentro da
casa de vegetacdo durante o periodo experimental. Porto Alegre, RS,
2005/06.
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A partir dos 31 dias ap6s o inicio do tratamento observa-se uma redugao no
déficit de pressao de vapor do ar. Durante a execucado do experimento, um periodo
de precipitacdo interrompeu as medicbes semanais, ocorrendo um intervalo de
quinze dias nas medig¢des (entre os 49 e 56 dias apos o inicio do tratamento).

O déficit hidrico resultou numa redugdo do conteudo gravimétrico de agua no
solo (6m) e no potencial hidrico da folha (y,) ao longo do periodo experimental
(FIGURA 2A e B). Ao final do experimento, as plantas estressadas apresentaram
valores de y,= -1,6 MPa e 6,= 0,268 g/g"' enquanto que nas plantas controle os
valores foram de y,= -0,6 MPa e 6,,= 0,28 g/g™". Essa redugao nos valores de 6, das
plantas controle, no final do periodo experimental, foi causada pela limitacao imposta
pelo tamanho do vaso ao crescimento das raizes. Devido a saturacéo do espacgo por
raizes, a quantidade de agua disponivel para absorgao pelas plantas foi limitado,
reduzindo assim o O,

Acompanhando a reducado do conteudo gravimétrico de agua no solo e do
potencial hidrico da folha das plantas em déficit hidrico, os valores de condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E) foram reduzidos (FIGURA 3). Os resultados
indicam que quando o potencial hidrico das plantas estressadas foi reduzido a
valores inferiores a -1,0 MPa, a condutancia estomatica e a transpiracdo foram
drasticamente reduzidas, indicando uma forte regulagcdo estomatica para evitar a
excessiva perda de agua e, provavelmente sendo responsavel pelo decréscimo
observado no potencial hidrico das plantas em estresse hidrico. Ao final do periodo
experimental, observa-se que os valores chegam préximos a zero na condutancia

estomatica e na transpiragao das plantas estressadas.
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FIGURA 2: Conteudo gravimétrico de agua no solo (A) e potencial hidrico das folhas
(B) em diferentes tratamentos de disponibilidade hidrica. Valores
expressos segundo medias + erro padrao da média. Porto Alegre, RS,
2005/06.
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Nas plantas controle € possivel observar, ao longo do periodo experimental,
uma variagao nas taxas de condutancia estomatica e transpiragdo. Aos 31 dias apés
o inicio do tratamento observa-se um aumento nos valores de condutancia
estomatica e uma reducgao da taxa de transpiragdo causada pela redugcado no déficit
de presséao de vapor (FIGURA1 e 3A e B).

Com relacao aos parametros de fluorescéncia da clorofila, a maxima eficiéncia
quantica do PSIl em distribuir os elétrons (F./F) permaneceu constante ao longo do
periodo experimental, ndo apresentando diferengcas entre as plantas controle e
estressadas (FIGURA 4A). Porém, a eficiéncia da antena do PSIl (F,'/Fn’) das
plantas estressadas foi reduzida em 15% a partir dos 31 dias apds o inicio do
tratamento, em relagdo as plantas controle (FIGURA 4B). A redugdo na relagao
F.,'/Fm" foi acompanhada pela redugédo de 34%, ao final do periodo experimental, na
razao clorofila a/clorofila b das plantas estressadas em relacao as plantas hidratadas
(FIGURA 6).

Os processos fotoquimicos das plantas em estresse hidrico foram
progressivamente reduzidos ao longo do periodo experimental, sendo
acompanhados pelo aumento da dissipagdo de energia. Ao final do periodo
experimental, ETR, qP e P sofreram redugdes de 45%, 34% e 45%, respectivamente,
em relagao as plantas controle (FIGURA 4D, E e 5A), enquanto os parametros Fy,
NPQ e D, apresentaram um aumento de 26%, 16% e 14%, respectivamente
(FIGURA 4C, F e 5B).

Nas plantas hidratadas, observou-se, aos 31 dias apds o inicio do tratamento,
uma reducdo na sua atividade fotoquimica expressa pelo decréscimo nos valores de

gP, P e ETR (FIGURA 4D, E e 5A), sendo que essa redugao foi acompanhada por
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(C); ETR, taxa de transporte de elétrons (D); gP, quenching fotoquimico
(E) e NPQ, quenching nao-fotoquimico (F). Valores expressos segundo
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TABELA 1: Medidas de biomassa da parte aérea, biomassa da raiz, razao biomassa
de raiz/biomassa da parte aérea, area foliar total (cm?) e espessura do
caule (mm) em plantas hidratadas e estressadas de mamona, ao final do
periodo experimental. Valores expressos segundo médias + erro padréo

da média (n=10 para controle e 20 para tratamento). Porto Alegre, RS,

2005/06.
Biomassa da Biomassa da Razao Area foliar Espessura
Parte Aérea Raiz Biomassa total do caule
(9) (9) Raiz/Parte (cm?) (mm)
Aérea
Hidratadas 10,47 + 0,938 6,29 + 0,644 0,6015+0,05 1626+ 143,2 9,87 +£0,33
Estressadas 1,372 + 0,108 2,174 + 0,190 1,58+ 0,099 895+13,15 6,47 +£0,17
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aumento nos valores de NPQ, Fo, D (FIGURA 4C, F e 5B) e uma reducdo em F,’/Fn,’
(FIGURA 4B). Neste dia, os valores observados nas plantas irrigadas foram similares
aos das plantas em condi¢des de déficit hidrico.

Na FIGURA 7 E TABELA 1 é possivel observar os efeitos da redugdao na
disponibilidade de agua sobre o crescimento das plantas. A alta disponibilidade de
agua oportunizou uma maior altura da parte aérea. As redug¢des no crescimento da
parte aérea causada pelo déficit hidrico vieram acompanhadas de redugdes na area

foliar, espessura do caule e aumento da razdo entre biomassa da raiz e parte aérea.

2.5. DISCUSSAO

A reducdo na condutancia estomatica nas plantas estressadas de Ricinus
communis indica a restricado da perda de agua pela transpiragéo e previne um grande
decréscimo no potencial hidrico da planta. O controle estomatico da transpiragao é
um mecanismo utilizado por muitas espécies para restringir a perda de agua e
superar os periodos de seca (Naves-Barbiero et al., 2000; Silva et al., 2003) e parece
indicar um comportamento conservador de plantas de mamona para evitar a
excessiva perda de agua.

O decréscimo da condutancia estomatica acompanhou o padrdo de reducéao
do conteudo gravimétrico de agua no solo, confirmando a tendéncia do mecanismo
estomatico acompanhar a quantidade de agua no solo e fechar antes que grandes
alteragbes no status hidrico da planta ocorressem. A resposta estomatica ao
decréscimo de agua no solo esta relacionada a um mecanismo de sinalizagao da raiz

para as folhas através do fluxo transpiratério (Davies & Zhang, 1991).
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Baseados nas medidas da fluorescéncia da clorofila a, plantas de mamona
submetidas a déficit hidrico do solo apresentaram os valores da maxima eficiéncia
quantica do PSII (F./Fm) constantes em relacao as plantas controle. A eficiéncia do
PSIl em condicbes de escuro, expressa pela razdao F,/F,, em experimentos
realizados em casa de vegetacdo geralmente ndo é afetada, sendo considerada
resistente a condi¢cbes de estresse hidrico (Praxedes et al., 2006; Tezara et al.,
2005). Em plantas crescendo em condi¢des naturais, F./Fr, geralmente é reduzido
pelo déficit hidrico (Tezara et al.,1999, 2003; Lawlor & Cornic, 2002). Essa reducéo
sugere que as condigdes microclimaticas no campo tém um marcado efeito sobre a
atividade do PSII, provavelmente relacionado as condigbes de estresse hidrico
estarem acompanhadas por altas temperaturas e altas irradiancias. Durante o
experimento, o déficit hidrico foi acompanhado por altas temperaturas na casa de
vegetacdo. Entretanto, neste experimento, as plantas foram cultivadas sob baixa
irradiancia (200 pmol m? s™). Nossos resultados indicam que o decréscimo na
eficiéncia do PSII (F./Fn) observado em outros experimentos esta mais relacionado
aos danos causados por excesso de irradiancia, e denominados de fotoinibicao
(Bjorkman & Powles, 1984; Demmig-Adams et al., 1996), do que por excesso de
temperatura.

A manutencao dos valores de F,/Fr, em resposta ao déficit hidrico pode ainda
estar relacionada a um ajuste osmotico, a continuidade do ganho de carbono
(requerendo continuidade do transporte de elétrons) ou a manutengdo do
metabolismo, dependendo de aceptores alternativos para o transporte de elétrons

(Cornic & Briantais, 1991; Flexas et al., 1999). O aumento em Fy paralelo a
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manutencado dos valores em F, (dados ndo apresentados) contribuiu para manter
F./Fn constante nos dois tratamentos de irrigacdo. O aumento observado em Fy nas
plantas estressadas esta relacionado a uma menor taxa de transferéncia de energia
da antena do fotossistema para os centros de reagcdo, acompanhada pelo aumento
da dissipacado da energia excitada (Krause, 1988; Angelopoulos et al., 1996). Além
disso, temperaturas maiores que 40° podem causar aumento em Fy, situacdo que
ocorreu na casa de vegetagao durante a realizagao do experimento.

O aumento em F, foi acompanhado por reducbées em F,/F,". De fato,
mudancas em F,/F,," sdo causadas pelo aumento da dissipagao térmica de energia
na antena, levando a alteragbes na eficiéncia com que a energia € liberada para os
centros de reagado do PSIl (Demmig-Adams & Adams, 1996; Demmig-Adams et al.,
1996). A reducgéo de F,’/F,’ reflete uma regulacado da atividade do PSII através da
reducao da absorgéo de energia na antena e redugao dos processos fotoquimicos da
fotossintese.

Decréscimos na eficiéncia do PSIl podem ser causados pela acumulagao de
aceptores reduzidos, como, também, pelo aumento da dissipacéo termal do excesso
de energia excitada, antes de alcancar os centros de reagdo do PSII (Demmig-
Adams et al., 1995). Como os processos fotoquimicos e n&o-fotoquimicos competem
pela energia excitada, o aumento em um dos processos causa a redugdo em outro
(Krause & Weis, 1991).

O quenching nao-fotoquimico ocorre no nivel dos centros de reagdo e do
complexo antena do fotossistema Il; a sua regulagdo ocorre pela redugdo da
concentragcdo de protons no lumen do tilacoide. Se as clorofilas absorvem mais

energia excitada do que pode ser utilizada no transporte de elétrons para produzir
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ATP e NADPH, prétons sdo acumulados no lumen e com o aumento da sua
concentragao varios processos sao iniciados para proteger o PSIl contra o excesso
de energia (Pospisil, 1997), causando o aumento da dissipacao termal de energia.

O aumento da dissipacao de energia (Fo, NPQ e D) foi acompanhado pelo
declinio nos parametros fotoquimicos (qP, P e ETR). A reducdo da atividade
fotoquimica pode ocorrer em reposta a baixa concentragcao de CO; na folha, causada
pelo fechamento estomatico (Tezara et al.,, 2005), pela redugdo da proporcao de
elétrons transportados para o centro de reacdo do PSIl (Krause & Weis, 1991) ou
ainda, causado pela alteracdo da atividade dos componentes da membrana do
tilacoide. Esta alteracdo pode ser resultante da liberagdo de cations Ca* no limen
do tilacoide, causada pelo aumento na concentracédo de prétons, devido ao aumento
da dissipacao nao fotoquimica de energia (Krieger & Weis, 1992,1993). A liberagao
de cations de calcio altera o estado redox da quinona A (Qa) causando uma inibigao
da transferéncia de elétrons da Qa para quinona B (Qg) (Johnson et al., 1995;
Andréasson et al., 1995). Além disso, decréscimo no transporte de elétrons pode ser
regulado no nivel do citocromo bef, que € considerado como a etapa reguladora do
fluxo de elétrons na membrana do tilacoide (Golding et al., 2003).

Uma importante observacdo ¢é pertinente com relagdo aos efeitos das
condi¢des de luminosidade em que as plantas foram cultivadas. Tendo em vista que
a luminosidade na casa de vegetacao foi de 200 pmolm™?s™, pode-se afirmar que as
plantas de mamona foram mantidas em condi¢gdes de baixa luminosidade. Dessa
forma, os valores observados nos parametros de fluorescéncia em Ricinus communis

foram semelhantes aos observados por Demmig-Adams et al. (1996) em folhas de
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Vinca minor cultivadas em condi¢des de sombreamento. De fato, observa-se que, em
plantas cultivadas em alta luminosidade, uma maior proporgao de centros de reacao
do PSII permanecem oxidados do que em folhas que permanecem na sombra (Genty
et al., 1989).

Com relacédo a variagao da fluorescéncia da clorofila nas plantas hidratadas,
aos 31 dias apds o inicio do tratamento, observam-se redugcdes nos componentes
fotoquimicos e aumento da dissipagdo de energia. Este efeito € resultado da alta
temperatura (41°C) observada neste dia que foi responsavel pela redugcéo observada
no processo fotoquimico (Bilger, Schreiber & Lange, 1984). Além disso, a redugao no
déficit de pressdo de vapor observada neste dia, foi responsavel pela redugao
observada na taxa de transpiracao.

Nesse sentido, as diferencas nas respostas da fluorescéncia da clorofila,
composicdo de pigmentos fotossintetizantes e relagbes hidricas de folhas de
mamona em estresse hidrico indicam uma resposta integrada, envolvendo o controle
da perda de agua e uma mudanca regulatéria na atividade do PSII, que permite que
somente a quantidade de energia excitada que pode ser utilizada no processo
fotoquimico seja transportada da antena até o centro de reagdo do fotossistema.
Essa mudancga regulatoria representa um mecanismo de protegdo que evita danos

ao aparato fotossintético de Ricinus communis em situagdes de déficit hidrico.
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CAPITULO llI

PADRAO DIARIO DE TROCAS GASOSAS E EFICIENCIA NO USO DA AGUA EM

Ricinus communis (MAMONA) SOB DEFICIT HIDRICO DO SOLO

3.1. RESUMO

O déficit hidrico afeta a performance vegetal através de efeitos sobre a
abertura estomatica, o processo fotossintético e o crescimento, sendo que cada um
destes processos pode ser afetado diferentemente, dependendo do gendtipo da
planta e da intensidade do déficit hidrico. As estratégias utilizadas por Ricinus
communis para tolerar periodos de seca e as possiveis limitacdes do estresse hidrico
ao processo de fotossintese foram avaliadas em plantas submetidas a diferentes
status hidrico do solo. O padréo diario de trocas gasosas e o potencial hidrico das
folhas foram reduzidos pelo estresse hidrico e foram acompanhados pelo aumento
na eficiéncia no uso da agua (EUA) e na concentragdo de is6topos de carbono

(8"*C). A analise dos parametros bioquimicos demonstrou que, sob suave seca, a



limitacado estomatica € a principal responsavel pela redugdo da fotossintese, e a
eficiéncia de carboxilacdo e o transporte de elétrons ndo sao afetados nestas
condi¢des. Entretanto, sob condigbes de severa seca, além da limitacdo estomatica,
a fotossintese é afetada por limitagdes bioquimicas com redugdes em Jmax, Vemax €
Amax causadas provavelmente pela reducdo na disponibilidade de ATP para as
reacbes metabdlicas. Os resultados demonstram que o padrao diario de trocas
gasosas e as limitagdes ao processo de fotossintese em Ricinus communis variam

com a intensidade do estresse hidrico.

3.2. INTRODUCAO

As mudangas climaticas globais sugerem um aumento na temperatura média
do ar entre 1,8 graus e quatro graus até 2100, com propensdo ao aumento de
chuvas no inverno e periodos de seca cada vez mais frequentes no verdo (IPCC,
2007). Tais mudancas terao efeitos significativos sob o balango hidrico e, portanto,
sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas. O déficit hidrico afeta a
performance vegetal através de efeitos sobre a abertura estomatica, o processo
fotossintético e o crescimento (Chaves, 1991), sendo que cada um destes processos
pode ser afetado diferentemente, dependendo do gendtipo da planta e da
intensidade do déficit hidrico.

O crescimento vegetal € geralmente mais sensivel ao déficit hidrico do que a
troca gasosa, e redugdes no crescimento podem ocorrer em moderado déficit hidrico
do solo antes que redugdes significativas no conteudo de agua na planta ocorram
(Maroco et al., 2000). A assimilagdo de carbono € afetada por estresses ambientais

que reduzem a atividade hidrica, expresso no potencial hidrico da folha (Kramer &
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Boyer, 1995). Ha muitos avangos na compreensao dos mecanismos pelos quais a
fotossintese responde aos fatores ambientais. Entretanto, ha controvérisas sobre a
relativa importancia de fatores difusivos (Cornic, 2000) e metabdlicos (Tezara et al.,
1999).

Em geral, o decréscimo na fotossintese é devido, inicialmente, ao fechamento
estomatico, que protege a planta contra a excessiva perda de &agua, mas
simultaneamente restringe a disponibilidade de CO; no mesofilo (Chaves, 1991;
Flexas et al.,, 2002; Flexas & Medrano, 2002; Chaves et al., 2003). Além de
limitacbes estomaticas, varios trabalhos tém proposto que limitagdes metabdlicas
relacionadas a reducéo da regeneragado da RuBP (Gimenez et al., 1992; Gunasekera
& Berkowitz, 1993), da atividade da Rubisco (Medrano et al., 1997; Maroco et al.,
2002), da producao de ATP (Tezara et al., 1999; Lawlor & Cornic, 2002), da atividade
do fotossistema Il (PSIl) e do transporte de elétrons (Krause, 1988; Long et al., 1994)
afetam o processo de fotossintese.

No caso especifico de Ricinus communis, considerada uma espécie tolerante
a seca, o efeito inibitério sobre a fotossintese é causado, em condicbes de baixa
umidade do ar, pela menor concentracdo de CO, na folha, devido ao fechamento
estomatico (Dai et al., 1992). Dentro de um limite de status hidrico, que normalmente
ocorre na natureza, a principal funcdo na fotossintese é desempenhada pela
condutadncia estomatica (Cornic, 2000). Nestas condigdes, a capacidade
fotossintética das folhas nao é prejudicada. Porém, ha algumas sugestdes de que o
estdbmato ndo é o principal regulador da fotossintese, devido ao estresse ambiental

afetar o metabolismo do mesofilo (Lawlor, 1995).
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A extensao das limitagdes estomaticas e metabdlicas causadas pelo estresse
hidrico ao processo de fotossintese, associada a variagcbes nas condicdes
ambientais, pode alterar o padrao diario de trocas gasosas. Uma regulacao eficiente
da fotossintese, ao longo do dia, reflete a habilidade da planta para manter o balango
interno entre varios processos, enquanto responde as condi¢gdes ambientais (Geiger
& Servaites, 1994). Nesse sentido, o estudo do padrdo diario de troca gasosa e
relagbes hidricas fornece uma boa aproximacao fisioldgica para analisar a eficiéncia
no uso de agua pelas plantas (Hsiao, 1993).

No presente trabalho, o comportamento das trocas gasosas foi avaliado em
diferentes condigdes hidricas para analisar as possiveis limitagdes ao processo de
fotossintese e as estratégias utilizadas por plantas de Ricinus communis para tolerar

redugdes na disponibilidade de agua no solo.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1. Condicdes de cultivo e tratamentos
O experimento foi conduzido em casa de vegetacao situada na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, no periodo de agosto a
novembro de 2006, com plantas de Ricinus communis (L.), cultivar BRS 149
Nordestina, adquiridas da Embrapa Algodao (Campina Grande/PB).
As sementes de mamona foram germinadas em camara de germinagao sob
temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 horas luz/escuro. Apds a
germinagao, as plantas foram transferidas para vasos de PVC com volume de 3L,

uma planta por vaso, contendo substrato areia:solo comercial (TerraPreta®) (2:1).
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Para evitar a evaporagdo de agua do solo, o substrato foi coberto com polietileno
expandido. Para evitar a perda de agua do solo por evaporagdao o substrato foi
coberto com polietileno expandido. As condicdes de temperatura e umidade do ar,
durante o periodo experimental, foram registradas com um data logger (Pinglim,
RHT) instalado na casa de vegetacao, na altura média das plantas.

Apds um periodo de aclimatagéo das plantas (53 dias apds a transferéncia para
os vasos), foram iniciados foram iniciados os tratamentos que consistiram em plantas
hidratadas (controle) e plantas estressadas. As plantas controle receberam irrigagéo
diaria para manter a quantidade de agua no solo em 90% da capacidade de vaso. O
estresse hidrico foi imposto pela suspensdao da reposicdo de agua. O
acompanhamento dos efeitos do déficit hidrico do solo sobre o padrao diario de

trocas gasosas foi iniciado cinco dias apds a suspensao da irrigagao.

3.3.2. Conteudo gravimétrico de agua no solo

O conteudo gravimétrico de agua no solo foi registrado diariamente através da
pesagem dos vasos a fim de repor a quantidade de agua transpirada nas plantas
hidratadas e acompanhar a redugédo na disponibilidade de agua no solo nas plantas
submetidas a suspensao da irrigacdo. O conteudo gravimétrico de agua no solo foi

avaliado conforme descricao no capitulo .

3.3.3. “Status” hidrico da planta

O grau de déficit hidrico das plantas foi avaliado quinzenalmente através de

medidas do potencial hidrico das folhas, no inicio da manha, antes do inicio das
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medigdes do padrdo diario de troca gasosa. O potencial hidrico das folhas foi

estimado conforme descricdo no capitulo .

3.3.4. Padrao diario de troca gasosa

O padrao diario de trocas gasosas foi avaliado quinzenalmente através de
medigdes da taxa de assimilagdo de carbono (A) e da taxa de transpiragéo (E) em 10
folhas por sistema de irrigagcdo, em intervalos de duas horas, a partir das 8:00 as
18:00 horas. Para a realizagdo das medigdes, foi utilizado um analisador portatil de
gases infravermelho (Licor 6400; LiCor Inc., Lincoln, NE, USA). A quantidade de
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) recebida pela folha no momento da
medicdo, foi fixada em 1500 pmol PAR m?s™”. A concentracdo de CO, dentro da
camara de medicao foi controlada através da utilizacdo de ampolas de CO, e fixada
em 400 ppm. A temperatura e a umidade relativa seguiram as condigdes ambientais
da casa de vegetacédo. A eficiéncia instantanea no uso da agua (EUA) foi calculada a

partir da razdo entre a taxa fotossintética (A) e a taxa de transpiracao (E).

3.3.5. Curvas de resposta A-C;

Para avaliar as possiveis limitagdes bioquimicas ao processo fotossintético,
curvas de resposta A-C; foram realizadas aos 14 dias (leve estresse hidrico) e 40
dias (severo estresse hidrico) apds a suspensédo da irrigagdo. As curvas A-C; foram
realizadas dentro do laboratério, em quatro plantas por sistema de irrigagcéo
(hidratadas e estressadas), utilizando a folha mais jovem completamente expandida.

Para a realizagdo das curvas, utilizou-se o0 mesmo sistema portatil de troca gasosa
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das medic¢des de fotossintese. A temperatura da camara foi mantida entre 25° e 26°
C. O fluxo de fétons fotossinteticamente ativos foi de 1500 umol PAR m?s™ e a
umidade relativa esteve entre 50 e 60%. As curvas A-C; foram obtidas com medidas
de curta duragdo (aproximadamente 2 minutos para cada ponto), comeg¢ando na
concentragdo de CO, de 400 umol mol™” e progressivamente reduzindo até 50 umol
mol™; entdo, a concentragdo de CO; foi progressivamente aumentando até 800 umol
mol”. Foram calculados os seguintes parametros fotossintéticos: Vemax (velocidade
maxima de carboxilagdo), Jmax (faxa maxima de transporte de elétrons), Amax (taxa
maxima de assimilacdo de carbono sob condigbes de saturagédo de luz e CO;) de
acordo com o modelo matematico da assimilacdo de carbono proposto por von
Caemmerer & Farquhar (1981) e Ls (limitacdo estomatica) de acordo com o modelo

de Farquhar & Sharkey (1982).

3.3.6. Determinacdo da concentracéo de is6topos de carbono (8*3C)

A analise da composic¢ao isotépica de carbono € uma medida de longo prazo
da eficiéncia no uso da agua pelas plantas. As medigbes foram realizadas no Centro
de Energia Nuclear na Agricultura (CENA, USP, Piracicaba/SP). Para a
determinacdo da concentracdo de isétopos de carbono (3'°C), as folhas utilizadas
nas determinagdes do potencial hidrico foram secas a 65°C em estufa de circulagdo
e posteriormente, foram moidas e homogeneizadas. As amostras das folhas moidas
foram pesadas em capsulas de estanho (1,5 mg para amostras vegetais) e
encaminhadas ao laboratério de espectrometria de massa. Em método de fluxo

continuo as amostras foram colocadas em um analisador elementar (CHNS, Carlo
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Erba) e a seguir carreadas ao espectrémetro obtendo-se o. A concentragao isotépica
de carbono (5'°C) foi obtida de acordo com o modelo matematico proposto por
Farquhar et al. (1989):

o (%°)= (Ramostra - Rpadréo) *1000

Rpadrz?lo

3.3.7. Medidas de crescimento, biomassa, area foliar e contetdo de clorofila

A taxa de crescimento da parte aérea comegou a ser avaliada 43 dias apos
a emergéncia, através de medicdes da altura da parte aérea feitas com uma régua
graduada em milimetros. Posteriormente, estas medidas foram avaliadas
semanalmente. Com o desmonte do experimento, a parte aérea das plantas foi
separada do sistema radicular para obtencdo da massa de matéria seca de cada
componente da planta individualmente. A area foliar final das plantas controle e
estressadas foi avaliada utilizando o medidor de area foliar (LICOR 3100). Apds, todo
o material foi colocado em estufa e mantido a 60°C até massa constante, sendo
entdo pesado. A partir dos valores de massa de matéria seca da parte aérea e
raizes, foi calculada a razado entre biomassa total de raizes e parte aérea, visando
caracterizar os padrbes de alocagao entre os 6rgaos vegetativos de mamona. O teor

de clorofila foi determinado conforme descricdo no capitulo II.

3.3.8. Delineamento Experimental Completamente Casualizado

As diferencas entre os tratamentos foram avaliadas através da analise da

magnitude das meédias e dos desvios padrao da média.
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3.4. RESULTADOS

As condi¢bes de temperatura e umidade do ar na casa de vegetacdo podem
ser visualizadas na TABELA 1. As temperaturas mais elevadas foram registradas no
periodo do meio-dia as 14 horas e geralmente estiveram associadas a menores
umidades relativas do ar. Ao final da tarde, a temperatura retornou aos valores
observados no inicio da manha.

Com a suspensdo da irrigagdo, o conteudo gravimétrico de agua no solo
(Bg/g-1) decresceu gradualmente ao longo do periodo experimental, alcancando ao
final do experimento valores de 0,34 g/g”. Nas plantas hidratadas observou-se uma
variagao do conteudo de agua no solo, relacionado a variagdo das condi¢des do ar e
da taxa de transpiracdo das plantas. Porém, os valores permaneceram proximos a
0,37 g/g”, correspondendo a 90% da capacidade de vaso (FIGURA 1A).

O potencial hidrico das folhas de mamona no inicio da manha foi afetado pela
suspensao da irrigagdo. Ao longo do experimento, o potencial hidrico das plantas
estressadas foi progressivamente reduzido, atingindo, ao final do experimento,
valores de -2,1 MPa nas plantas estressadas, enquanto nas plantas hidratadas
manteve-se entre -0,6 e -0,9 MPa (FIGURA 1B).

O padrao diario de fotossintese € mostrado na FIGURA 2 para diferentes
status hidricos. Nas plantas hidratadas, observa-se um aumento da assimilacdo de
carbono (A), atingindo o valor maximo as 15 horas (34 umol m? s™), e, entdo, um
progressivo declinio € observado durante o periodo da tarde. Nas plantas em suave
e severo estresse hidrico, a taxa de assimilagao de carbono foi reduzida em 45% e

59%, respectivamente, comparada as plantas controle, permanecendo praticamente
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TABELA 1: Condigdes ambientais dentro da casa de vegetagao durante o periodo
experimental. Variagcdo de temperatura (°C) e umidade relativa do ar
(%) nos dias de medicao (dias apds a suspensdo da irrigagao) do
padrao diario de trocas gasosas. Valores sdo médias de temperatura e
umidade relativa do ar, registradas nos intervalos de medi¢ao ao longo
do dia. Porto Alegre,RS, 2006.

Dias apos a
suspensao da 5 14 18

irrigacao
T (°C) UR T(°C) UR T(°C) UR
(%) (%) (%)
8-10h 26,7 46,7 19,9 70,5 33,5 48,4
10-12h 374 2412 26,2 49,5 41,8 31,0
12-14h 375 255 27,5 43,7 43,9 30,1
14-16h 342 322 27,2 442 42,9 31,8
16-18h 266 555 22,0 59,8 34,4 52,5
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FIGURA 1: Conteudo gravimétrico de agua no solo (A) e potencial hidrico das folhas
(B) em diferentes tratamentos de disponibilidade hidrica. Valores
expressos segundo médias + erro padrao da média. Porto Alegre, RS,

2006.
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FIGURA 2: Padrdao diario de assimilagdo de carbono (A) e padrao diario de
transpiragdo (B) em plantas de mamona em diferentes status hidrico.
Plantas hidratadas (yw= -0,6 a -0,9 MPa), plantas em suave estresse
hidrico (yw=-1,0 MPa a -1,5 MPa) e plantas em severo estresse hidrico
(yw= -1,6 MPa a -2,1 MPa). Valores expressos segundo médias +
erro padrao da média. Porto Alegre, RS, 2006.
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constante ao longo do dia, com valores maximos de 19 umol m? s™ nas plantas em
suave estresse e 14 umol m? s™ no severo estresse.

Com relagao a taxa de transpiragcdo (E), as plantas hidratadas exibiram
comportamento semelhante ao da assimilagdo de carbono. A transpiracdo aumenta
durante a manha e alcancou valor maximo as 15 horas (13,4 umol m? s7), e
decresce apdés as 16 horas. As plantas em suave e severo estresse hidrico
apresentam valores constantes de E ao longo do dia e reduzidos quando comparado
as plantas controle, sendo que nas plantas em severo estresse hidrico os valores de
transpiragdo sao proximos a zero (FIGURA 2B).

Com a imposicao do déficit hidrico, a concentracdo de isétopos de carbono
(8"°C) aumentou progressivamente nas plantas estressadas (maior §'°C menor
discriminacdo contra 13C), do que nas plantas hidratadas, que mostraram menores
valores de 8'°C, maior discriminagéo contra "*C (FIGURA 3). O aumento em &'°C foi
acompanhado pelo decréscimo mais acentuado na taxa de transpiragcdo do que na
taxa de assimilacdo de carbono, e, assim, as mudancas em §°C devem ter sido
causadas predominantemente pelo controle estomatico da transpiragdo, sugerindo
um aumento na eficiéncia no uso da agua.

O aumento na concentracdo isotépica de carbono (5'°C) nas plantas
submetidas a suspensao da irrigacao foi acompanhado pela maior eficiéncia no uso
da agua, principalmente nas plantas em severo estresse hidrico (FIGURA 4), com
dois picos diarios na EUA, as 11 horas e as 17 horas, respectivamente. Entretanto,
nas plantas hidratadas e em suave estresse, a EUA foi minima, com um discreto

aumento no periodo do meio-dia nas plantas em suave estresse.
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FIGURA 3: Efeitos do estresse hidrico sobre a concentragao foliar de isétopos de
carbono (5'*C) em plantas de mamona. Barras indicam médias de dez
plantas por sistema de irrigacao. Porto Alegre, RS, 2006.
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FIGURA 4: Padrao diario de eficiéncia no uso da agua em plantas de mamona em
diferentes status hidrico. Plantas hidratadas (yw= -0,6 a -0,9 MPa),
plantas em suave estresse hidrico (yw= -1,0 MPa a -1,5 MPa) e plantas
em severo estresse hidrico (yw= -1,6 MPa a -2,1 MPa). Valores
expressos segundo medias + erro padrao da média. Porto Alegre, RS,
2006.
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Para verificar as possiveis limitagdes bioquimicas no processo de
fotossintese, curvas A-C; foram realizadas em dois periodos distintos de estresse
hidrico, em suave seca (yw= -1,0 a -1,5 MPa) e em severa seca (y,= -1,6 MPa a
-2,1MPa). Ao analisar a curva de resposta A-C; (FIGURA 5), observa-se que nas
plantas em suave estresse hidrico ndo ocorre a saturacdo da Rubisco (dada pela
inclinagao inicial da curva), relacionada a reducao na disponibilidade de CO; no sitio
ativo da enzima. Nas plantas em severo estresse hidrico, observa-se que o
decréscimo na fotossintese n&o foi restabelecido por elevadas concentragdes de CO;
gue normalmente saturam a fotossintese.

A anadlise dos parametros bioquimicos demonstrou que a limitagdo imposta
pelo fechamento estomatico (FIGURA 6C) foi maior em condi¢des de suave seca
(0,53) em relagdo as plantas em severo estresse hidrico (0,47) e nas plantas
hidratadas (0,22). Além disso, Vcmax € Jmax foram levemente superiores nas plantas
em suave estresse hidrico comparadas as plantas controle, indicando que a
eficiéncia de carboxilagcdo e o transporte de elétrons ndo foram afetados nestas
condicbes (FIGURA 6 A e B). Entretanto, nas plantas em severo estresse hidrico,
Vemax, Jmax, € Amax foram drasticamente reduzidos, indicando que além de limitagdes
estomaticas, a redugdao na fotossintese, sob severa seca, foi acompanhada por
limitagbes bioquimicas (FIGURA 6A, B e D).

O crescimento vegetal é considerado bastante sensivel ao estresse hidrico,
sendo um dos primeiros processos fisiologicos afetados com a redugdo na
disponibilidade de agua. O crescimento das plantas de mamona foi afetado com a

suspensao da irrigagao, expresso pela redugcdo do comprimento da parte aérea
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FIGURA 5: Curva de resposta da fotossintese (A) a concentragao interna de CO; (C;).
Plantas hidratadas (yw= -0,6 a -0,9 MPa), plantas em suave estresse

hidrico (yw= -1,0 MPa a -1,5 MPa) e plantas em severo estresse hidrico
(yw=-1,6 MPa a -2,1 MPa). Porto Alegre, RS, 2006.
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Alegre, RS, 2006.
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TABELA 2:

Medidas de crescimento, biomassa e teor de pigmentos
fotossintetizantes. Razdo da biomassa de raiz/biomassa da parte
aérea, area foliar total (cm?), total de clorofila (mg/m?) e razdo
clorofila a/b em plantas de mamona hidratadas e em estresse
hidrico. Valores expressos segundo médias + erro padrdo (n=20

para controle e 27 para tratamento). Porto Alegre, RS, 2006.

Biomassa Area Foliar Teor de Razéo
Raiz/Parte aérea Total clorofilaa+b clorofila a/b
Hidratadas 1,13+0,13 768,8 £ 117,8 462,3 + 0,286 3,68
Estressadas 1,2 +£ 0,048 78,59 + 4,82 555 + 0,292 2,4
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(FIGURA 7) e da area foliar total (TABELA 2). Com relagao a alocagao de biomassa
em resposta ao déficit hidrico do solo, ndo foram observadas diferencas na razao
entre a biomassa da raiz e a biomassa da parte aérea entre as plantas irrigadas e
estressadas (TABELA 2), devido a limitagdo imposta pelo tamanho do vaso ao
crescimento das raizes das plantas hidratadas.

A quantidade de clorofila por area foliar foi maior nas plantas estressadas do
que nas plantas hidratadas. Entretanto, a razao clorofila a/clorofila b foi menor nas

plantas estressadas em comparagdo com as plantas hidratadas (TABELA 2).

3.5. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o padrao diario de trocas gasosas, as relagoes
hidricas e as limitacbes ao processo de fotossintese em Ricinus communis sao
fortemente influenciados pela disponibilidade hidrica.

Sob condigdes bem irrigadas, a transpiragao foliar e a assimilagado de carbono
se mantiveram altas durante a maior parte do dia. Estes resultados indicam que
quando a disponibilidade hidrica do solo ndo é um fator limitante, a mamona tem
menor eficiéncia no uso da agua, com altas taxas diarias de transpiragcdo e
fotossintese. Talvez, em condicbes oOtimas, seja mais efetivo maximizar a
fotossintese do que otimizar a economia de agua.

As altas taxas de fotossintese observadas nas plantas de mamona podem ser
explicadas, de acordo com Dai et al (1992) pelo maior conteudo de proteina soluvel,
clorofila e ribulose 1,5 bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) por area foliar

observada nas folhas de mamona em comparagao com outras espécies.
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O decréscimo observado durante a tarde na taxa fotossintética e na taxa de
transpiracdo das plantas hidratadas esta, provavelmente, relacionado ao fechamento
dos estdmatos e tem sido associado ao controle estomatico via ciclo da xantofila nas
células-guarda em condi¢cdes de excessiva radiagao solar (Zeiger, 2000), além de
indicagdes de que o ritmo circadiano pode estar envolvido na regulagdo diurna da
abertura estomatica, influenciado pela umidade do ar e status hidrico da folha
(Franks et al., 1997; Mencuccini et al., 2000).

Entretanto, sob suave e severo estresse hidrico, observam-se mudancgas no
padrao diario de trocas gasosas. Nestas condi¢des, plantas de mamona mostram
uma forte regulagdo estomatica da troca gasosa, com a redugao da transpiracéo e da
taxa de assimilacdo de CO,. Porém, mesmo com uma reducio de aproximadamente
50% em relacdo as plantas controle, os valores de fotossintese se mantiveram
positivos e constantes ao longo do dia. A manutenc&o de valores constantes de troca
gasosa ao longo do dia foi também observada em plantas estressadas de Carica
papaya (L.) por Marler & Mickelbart (1998), e parece estar associada um ajuste
osmoético (Turner, 1997), que é essencial para a manutengao da atividade fisioldgica
sob condicdes de estresse hidrico.

O padréao diario de trocas gasosas, sob condigdes naturais de déficit hidrico
geralmente apresenta maior influéncia das condigdes ambientais, com valores
maximos de fotossintese e transpiragcdo sendo observados no inicio da manha e um
acentuado decréscimo ocorrendo ao meio-dia, periodo de maior demanda
evaporativa (Romero & Botia, 2006). Os valores constantes de troca gasosa ao longo
do dia observados no experimento podem estar relacionados a menor variagao

climatica (temperatura, irrddiancia e umidade), que ocorre em casa de vegetagao, e
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que geralmente € menos severa do que em condi¢des naturais. Porém, o
comportamento das plantas em resposta ao estresse hidrico que é observado em
casa de vegetagdo fornece informacdes sobre a estratégia da espécie para
sobreviver em seu ambiente natural.

A eficiéncia no uso da agua é uma importante estratégia para a tolerancia a
seca (Chaves, 1991) e a analise das mudangas na discriminagcao isotépica de
carbono € um interessante indicador de longo prazo de mudangas na eficiéncia no
uso da agua e da sensibilidade das plantas ao estresse hidrico. A analise da
discriminagao isotdpica de carbono indica que o tratamento de déficit hidrico
promoveu um aumento na eficiéncia no uso da agua comparada as plantas irrigadas,
expressa, em curto prazo, pelo aumento na razdo A/E e, em longo prazo, pelo
aumento na concentracdo de "*C nas folhas. A reducgéo em A refletiu a manutengao
ao longo do dia da taxa fotossintética associada ao decréscimo na taxa de
transpiragdo, controlando assim a excessiva perda de agua e otimizando a raz&o da
perda de agua por CO; assimilado (Farquhar & Sharkey, 1982).

A relativa importancia das limitagbes estomaticas versus metabdlicas ao
processo de fotossintese foi analisada através de curvas de resposta da fotossintese
(A) a concentragao interna de CO; (Ci). A validade da concentracao interna de CO;
calculada a partir das curvas tem sido questionada (Lawlor & Cornic, 2002) devido a
dois principais problemas que devem ser considerados em situagdes de estresse
hidrico: o heterogéneo fechamento estomatico e o aumento da transpiragéo cuticular
(Boyer et al., 1997; Buckley et al., 1997). Além disso, a realizacdo das medi¢cdes

pode se tornar extremamente dificil quando baixos valores de fotossintese sao
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observados em niveis reduzidos de condutédncia estomatica e em altas
concentragdes de CO; (Lawlor, 2002). No experimento, assumiu-se que um uniforme
fechamento dos estomatos ocorre nas plantas de mamona em resposta ao déficit
hidrico. Além disso, os valores extremamente reduzidos de conduténcia estomatica e
fotossintese tornaram a medi¢cdo mais dificil, e com isso, elevados valores de erro
padrao da média sdo observados nas curvas de resposta A-C; de plantas em severo
estresse hidrico.

A relativa importancia das limitacbes estomaticas versus metabdlicas e a
influéncia da intensidade do estresse hidrico sdo matéria de debate em muitos
trabalhos (Cornic, 2000; Flexas & Medrano, 2002; Lawlor & Cornic, 2002). A redugao
da fotossintese, em condi¢cdes de suave estresse hidrico, € causada principalmente
pela restricao a difusdo de CO,, devido ao fechamento estomatico (Chaves, 1991) ou
ainda pode ser causada pelo decréscimo na condutancia do mesofilo (Tourneaux &
Peltier, 1995; Flexas et al., 2002).

A anadlise da limitagdo estomatica e dos paradmetros bioquimicos em plantas de
mamona sob condicbes de suave estresse hidrico indica que a redugdo da
fotossintese foi causada pelo aumento na resisténcia a difusdo de CO,, devido ao
fechamento estomatico, e que a atividade da Rubisco, a eficiéncia de carboxilagao e
o transporte de elétrons ndo foram afetadas pelo moderado estresse hidrico,
conforme observado em trabalhos anteriores (Sharkey & Seeman, 1989; Chaves,
1991). Nesse sentido, a reducdo da fotossintese & causada pelo declinio na
concentragao intercelular de CO, devido a limitagdo estomatica, que parece induzir
um ajuste (ou uma redugao na atividade) da maquinaria fotossintética para consumir

o carbono disponivel.
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Entretanto, sob severo estresse hidrico, a analise dos resultados indica que os
estbmatos e a reduzida capacidade bioquimica co-limitam o processo de
fotossintese. A fotossintese depende do suprimento de CO,, da atividade da
Rubisco, da sintese de RuBP e do transporte de elétrons. Porém, o declinio
observado em Anax com o severo estresse hidrico, em uma concentragdo de CO, que
normalmente satura a fotossintese, sugere que a regeneragao da RuBP, mais do que
o suprimento de CO; ou a atividade da Rubisco limitam o processo de fotossintese
(Lawlor, 2002).

De fato, a atividade da Rubisco é considerada altamente resistente ao
estresse hidrico (Gimenez et al., 1992; Tezara et al., 1999) ou é pouco afetada com o
severo estresse hidrico (Flexas & Medrano, 2002). Porém, ha evidéncias de que a
atividade da Rubisco ativase decresce em baixa disponibilidade hidrica,
acompanhando o decréscimo da concentracdo de ATP (Parry et al., 2002). O
decréscimo no conteudo de RuBP em baixa disponibilidade hidrica € significativo
(Gimenez et al., 1992; Gunasekera & Berkowitz, 1993; Tezara et al., 1999). Além
disso, redug¢des na regeneracao de RuBP s&o observadas em condigdes de severo,
mas nao de suave estresse hidrico (Sharkey & Seeman, 1988, Escalona et al., 1999;
Maroco et al., 2002), como resultado do inadequado suprimento de ATP devido a
desidratacao do cloroplasto (Lawlor & Cornic, 2002).

Assim, o decréscimo observado nos parametros bioquimicos sugere que a
reducdo na fotossintese das plantas em severo estresse hidrico foi causada pelo
decréscimo na disponibilidade de ATP e/ou NADPH (Sharkey & Seeman, 1989;
Robinson & Partis, 1988; Parry et al.,, 2002; Lawlor, 2002). O decréscimo na

producao de ATP em baixa disponibilidade hidrica foi observado em alguns estudos,
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porém o conteudo de NADPH permanece relativamente constante (Tezara et al.,
1999; Lawlor , 2002).

A reducao da concentracdo de ATP pode estar relacionada ao decréscimo na
fotofosforilagdo (Keck & Boyer, 1974) e na atividade do coupling factor (Meyer &
Kouchkovsky, 1992), sugerindo que a quantidade de enzima ou a reducdo do
processo fotoquimico limitam a sintese de ATP. Entretanto, Tezara et al (1999)
demonstrou que a menor concentracdo de ATP se deve ao decréscimo da atividade
da ATPsintase, causando a redugao na regeneragao de RuBP e, com isso, o declinio
na fotossintese, comprovando que a sintese de ATP é sensivel a desidratacéo
celular.

Nesse sentido, o processo fotossintético de plantas de mamona, em
condicdbes de severo estresse hidrico, foi severamente reduzido pela menor
disponibilidade de CO, causada pela limitacdo estomatica e, principalmente, por
limitagbes metabdlicas, causadas pela redugcédo na regeneragcdo da RuBP e da taxa
de transporte de elétrons devido ao baixo conteudo de ATP (Tezara et al., 1999;
Lawlor, 2002). Além disso, redugdes em Jmax € Amax podem ser causadas pelo
decréscimo da condutancia do mesofilo ao CO, (Flexas et al., 2002; Centritto et al.,
2003; Ethier & Livingston, 2004).

Os efeitos do déficit hidrico sobre o processo fotossintético foram dependentes
da intensidade do estresse que as plantas foram submetidas. A baixa disponibilidade
de CO, foi responsavel pela reducdo na fotossintese durante a fase inicial do
estresse hidrico, sob suave seca. Porém, sob condicbes de seca severa, 0O

decréscimo na fotossintese foi causado por efeitos no metabolismo do mesofilo. As
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limitacbes no metabolismo foram, provavelmente, causadas pelo decréscimo na

sintese de ribulose 1,5 bisfosfato e na concentracédo de ATP.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSOES GERAIS

Sob condi¢des de suave estresse hidrico (yw = -1,0 a -1,5 MPa), as redugbes
da condutancia estomatica e da transpiragao evitam uma excessiva perda de agua e
indicam um eficiente controle da perda de agua em plantas de mamona (Capitulo 2).
Nestas condigbes, a reducdo na assimilacdo de carbono € causada pela limitagao
estomatica que reduz a disponibilidade de CO2 no sitio ativo da Rubisco (Capitulo 3).

Com a reducao na disponibilidade de CO,, a atividade do PSIl é regulada
através da redugdo da absorcdo de energia na antena do PSIl e redugdo dos
processos fotoquimicos da fotossintese para consumir o substrato disponivel. Com a
reducao da absorcao de energia pelo PSIl, observa-se o aumento da dissipagéo da
energia excitada via mecanismos protetores que evitam danos ao aparato

fotossintético (Capitulo 2).



Porém, em condicbes de severo estresse hidrico (yw = -1,6 a -2,1 MPa),
observadas apenas na segunda fase experimental, a redugdo na assimilacao de
carbono é causada pela sobreposicdo de limitacbes estomaticas e metabdlicas.
Nestas condicdes, devido ao fechamer stomatico observa-se uma reducgao da
taxa de transpiracao, redugao nos valores de discriminagao isotépica de carbono (A)
nas folhas e com isso, o aumento na eficiéncia no uso de agua nas plantas de
mamona. As limitagcdes aos processos bioquimicos da fotossintese foram causadas
pela redugcdo na condutancia do mesofilo, na taxa de regeneragédo da ribulose1,5
bisfosfato (RuBP) e da taxa de transporte de elétrons (Capitulo 3).

A partir dos resultados alcangados neste trabalho pode-se afirmar que a
tolerancia a seca na mamona esta relacionada a um eficiente controle da perda de
agua pelo fechamento dos estdbmatos em resposta a redugdo na disponibilidade de
agua no solo. Além disso, a manutengao da capacidade fotossintética em condicdes
de déficit hidrico do solo € uma importante caracteristica para a manutencdo do
crescimento e da produtividade nesta espécie.

Futuros estudos devem incluir experimentos em condicbes naturais para
analisar as respostas fisioloégicas de plantas de mamona a sobreposi¢cdo de
condicbes ambientais estressantes (estresse hidrico, altas temperaturas e altas

irrddiancias) que ocorrem em maior intensidade no campo.
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