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RESUMO GERAL

O objetivo geral foi o de investigar o fenbmeno da homeostase em plantas cultivadas de
metabolismo C3 e C4 submetidas a deficiéncia hidrica, utilizando para isto a abordagem do
“Paradigma Sistémico”. Tal abordagem permite a superacdo de certas limitacdes impostas
pela abordagem cartesiana classica, levando a uma nova interpretacdo de fendmenos
fisiologicos com a possibilidade de desvendar mecanismos de controle subjacentes as
respostas das plantas submetidas a perturbagbes ambientais potencialmente estressantes. A
partir dos conceitos de homeostase, plasticidade fenotipica e estabilidade do desenvolvimento,
o dissertacdo foi desenvolvida em torno de um experimento envolvendo condigdes de maior e
menor variabilidade ambiental, isto ¢, em ambiente controlado e semi-controlado. Foram
utilizadas como espécies-modelo nesse estudo a soja (Glycine max), de metabolismo C3, e 0
capim marandu (B. brizantha brizantha), de metabolismo C4, permitindo maior generalizacao
dos resultados entre espécies cultivadas herbaceas. Diferentes aspectos fisioldgicos foram
considerados na analise das respostas das plantas submetidas aos diferentes regimes hidricos e
ambientes de crescimento, como producdo de biomassa, e fotossintese, todos integrados em
uma rede de relacdes. De forma geral, os resultados indicaram que apesar de as duas espécies
serem de metabolismos fotossintéticos diferentes, ndo apresentaram diferencas claras nas suas
respostas a todas as condicdes testadas, mostrando desempenhos fisioldgicos e plasticidade
fenotipica relativamente similares. As diferencas entre o0s resultados das analises de
conectancia global (Cg) indicam que o padrdo de modulacdo das redes fisiologicas em
resposta a deficiéncia hidrica pode ser espécie-especifico e dependente da condicdo de

crescimento (variabilidade ambiental).

Palavras-chave: Anélise de redes, Homeostase, Deficiéncia hidrica, Plantas C3 e C4.



ABSTRACT

The general aim of this study was to investigate the phenomenon of homeostasis in
plants of metabolism C3 and C4 under water deficit, using the approach of "systemic
paradigm.” This approach helps to overcome limitations imposed by classical Cartesian
approach, leading to a new interpretation of physiological phenomena with the
possibility to unravel the control mechanisms underlying plant responses subjected to
potentially stressful environmental disturbances. Based on the concepts of homeostasis,
phenotypic plasticity and developmental stability, the project was developed around an
experiment in conditions of high and low environmental variability, in other words, in a
controlled and semi-controlled environment. Were used two species in this study,
soybean (Glycine max), C3 metabolism, and Marandu grass (Brachiaria brizantha), C4
metabolism, allowing greater generalization of results between cultivated herbs species.
Different physiological aspects were considered in the analysis of plant responses under
different water regimes and growth environments, such as biomass and photosynthesis,
all integrated into a network of relationships. Overall, the results indicated that although
both species being different photosynthetic metabolisms, they showed no clear
differences in their responses to all conditions tested, showing relatively similar
response of phenotypic plasticity and physiological performance. The differences
between the results of the global connectance (Cg) indicate that the modulation pattern
of physiological networks in response to water deficit may be species-specific and

dependent on the growth condition (environmental variability).

Keywords: Network analysis, Homeostasis, Water deficit, C3 and C4 plants.
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1. Introducéo

O impacto causado por um determinado tipo de perturbacdo ambiental na performance
da planta é o resultado da interacdo entre as plantas e o ambiente, funcionando num sistema
controlado de acordo com a informacdo genética e com o estimulo ambiental (Chaves, 1991).
Plantas em ambientes naturais encontram uma combinacao de fatores de estresses decorrentes
da variabilidade de diversos recursos ambientais (Chapin, 1991; Sultan et al., 1997).
Particularmente a agua tem sido considerada o principal fator que, de forma isolada ou
combinada com outros fatores ambientais, limita a produtividade agricola ao redor do mundo
(Flexas et al, 2009; Murchie et al., 2008; Chaves and Oliveira, 2004).

Todavia, as respostas as alteracdes do ambiente de producdo agricola sdo variaveis
entre as diferentes espécies cultivadas, especialmente no que se refere as diferencas entre
plantas de metabolismo C3 e C4. As espécies de metabolismo fotossintético C4 sdo, em geral,
mais eficientes no uso da agua, o que lhes confere maior tolerancia a deficiéncia hidrica,
salinidade e temperaturas mais elevadas. Nesses ambientes com condi¢fes desfavoraveis, a
reduzida ou insignificante fotorrespiracdo dessas plantas confere vantagem adaptativa em
relacdo as plantas do tipo C3 (Sage & Kubien, 2007; Stepien & Klobus, 2005; Yoshimura et
al., 2004; Ward et al., 1999). Por outro lado, segundo Sage e McKown (2006) as espécies C3
tendem a apresentar maior plasticidade fenotipica da fotossintese do que espécies C4, o que
deve contribuir para a maior restricdo na distribuicdo geografica e ecoldgica das plantas com

metabolismo C4.

1.1. Influéncia da deficiéncia hidrica na fisiologia de plantas

A seca como fator de estresse ocorre quando pouca agua esta disponivel em um estado
termodindmico apropriado. O termo “seca” significa um periodo sem precipitagdo apreciavel
durante o qual o contetdo de agua no solo é reduzido (Larcher, 2000), e quando as condi¢des
atmosféricas causam continuas perdas de dgua por transpiracdo ou evaporacdo (Jaleel et al.,

2009), de forma que as plantas fiqguem perturbadas com a auséncia de agua.

Para Jaleel et al. (2009), o estresse hidrico é considerado uma perda moderada de
agua, que provoca o fechamento dos estdmatos e a limitagdo das trocas gasosas. A dessecacao
é uma perda de agua mais extensiva, que potencialmente pode levar a uma grande ruptura do
metabolismo e da estrutura celular e eventualmente a uma interrupcéo das reacoes catalisadas

por enzimas (Smirnoff, 1993; Jaleel et al., 2009). O estresse hidrico ainda é caracterizado pela
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reducdo do conteudo de &gua, decréscimo do potencial hidrico foliar e perda de turgor, menor
expansdo celular e, consequentemente, do crescimento. O estresse hidrico severo pode
resultar em impedimento da fotossintese, distirbio metabdlico e finalmente a morte da planta
(Jaleel et al., 2009). Além disso, outros fatores como altas temperaturas, salinidade do solo,
ataque de patdgenos e também danos mecénicos, podem contribuir para a diferenca de
concentragdo de agua nas plantas interferindo no seu desenvolvimento e reduzindo a sua
produtividade (Larcher, 2000).

O estresse induzido por deficiéncia hidrica ocorre dependendo das condi¢bes que o
ambiente proporciona a planta, variando em funcdo da intensidade e duracdo da deficiéncia
hidrica, da velocidade de imposicao a falta de agua e do estadio de desenvolvimento da planta
em que a seca ocorre (Pinheiro & Chaves, 2011). Além disso, esses fatores podem ditar se 0s
processos de mitigacdo associados a aclimatacdo irdo ocorrer ou ndo (Chaves et al., 2009).
Respostas de aclimatacdo geradas em plantas sob deficiéncia hidrica geralmente incluem
para que 0 consumo de agua por esses tecidos seja reduzido, contribuindo com a manutencéo
do balanco hidrico, e favorecendo a assimilacdo de carbono (Chaves et al., 2009). Compostos
osmorreguladores formados em resposta a uma desidratagdo lenta, também tem a funcéo de
proporcionar a manutencdo da atividade metabolica. Essa manutencdo ou aumento dos niveis
de acUcares, durante a desidratacdo da folha, parece ser a consequéncia de uma regulacéo
coordenada entre a sintese e a translocacao da sacarose, contribuindo com o ajuste osmotico e
possibilitando a manutencdo do turgor em regides meristematicas (Chaves, 1991). Essas
respostas eventualmente podem levar a uma restauragdo da homeostase celular e, portanto, a

sobrevivéncia da planta sob estresse (Chaves et al., 2009).

1.2. Efeitos da deficiéncia hidrica na fotossintese

As respostas da fotossintese sob deficiéncia hidrica tem se tornado o objeto de estudos
e debates por décadas, em particular, sobre quais sdo os fatores mais limitantes da fotossintese
(Lawlor e Cornic, 2002; Lawlor e Tezara, 2009; Flexas et al., 2009). No entanto, ainda
existem algumas controvérsias em relagdo & importancia e ao momento em que 0s principais

parametros fisioldgicos sao responsaveis por limitar a fotossintese (Pinheiro & Chaves, 2011).

Em niveis de desidratacdo em que o contetdo relativo de agua (CRA) esta abaixo de

70%, a assimilacdo de carbono pode diminuir chegando proximo de zero sem nenhum
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declinio significativo na capacidade fotossintética do mesofilo, sendo nesse caso, 0S
estdmatos os principais fatores limitantes da assimilacdo de carbono (Chaves, 1991). O
decréscimo da difusdo de CO, da atmosfera até o sitio de carboxilacdo é geralmente
considerada a principal causa da reducdo da fotossintese em condicGes de deficiéncia hidrica
leve e moderada (Grassi & Magnani, 2005; Chaves et al., 2003, 2009; Pinheiro & Chaves,
2011), sendo que essa reducdo da difusdo inclui interferéncias estomaticas e do mesofilo
(Flexas et al., 2009). Os estdmatos atuam na regulacdo da entrada de CO, (substrato essencial
para a fotossintese) na folha e na perda de vapor d’agua para a atmosfera pela transpirag@o,
promovido pelas alteracbes do turgor das células guarda. O controle de trocas gasosas entre
folha e atmosfera pelos estdmatos é essencial para a manutencao da atividade fotossintética e
hidratacdo dos tecidos, de forma que o ajuste estomatico possibilita o fornecimento de
substrato para as reaces bioguimicas da fotossintese e impede a perda excessiva de agua e
consequente desidratacdo (Oliver et al., 2009; Blum, 2009). Contudo, a dindmica de abertura
e fechamento dos estdmatos é heterogénea e pode levar a erros nas medidas de trocas gasosas
(Mott & Buckley, 1998; Flexas et al., 2009). A heterogeneidade entre os estdmatos de uma
folha pode envolver alteracdes em nivel espacial e temporal, e atualmente, ja sdo conhecidos
alguns fatores ambientais que influenciam o predominio de uma condutancia estomética
irregular (ou “patchness”), entre eles estdo incluidos as mudancgas repentinas na intensidade de
luz, deficiéncia hidrica e baixa umidade do ar (Mott & Buckley, 1998). Segundo Woodruff et
al. (2010), a dinamica estomatica pode ser diretamente sensivel ao déficit de pressdo de vapor,
sugerindo que o potencial hidrico da planta ndo é o Unico mecanismo que regula a
condutancia estomatica em condic¢Bes de boa disponibilidade hidrica. Em termos de controle,
isso pode ser reconhecido como uma resposta de antecipacdo da planta frente as intempeéries
ambientais (Franks et al., 1997; Katul et al., 2009).

Parte da reducdo da fotossintese pode ser atribuida aos efeitos ndo estomaticos em
nivel do cloroplasto, sendo o transporte de elétrons e a fotofosforilacdo os principais alvos da
inibicdo (Sanda et al., 2011). Quando o decréscimo na condutancia estomatica é combinado
com uma alta irradiancia, as folhas estdo sujeitas a uma quantidade excessiva de energia
incidente quando comparados a quantidade disponivel de CO, intercelular e, por isso, a taxa
de producdo de “energia redutora” pode sobrepor a taxa de seu consumo pelo ciclo de Calvin.
Como consequéncia, 0 excesso de energia absorvida pode ser destinado para a formacédo de
espécies reativas de Oxigénio (ERO). As ERO apresentam o potencial de causar danos

oxidativos no aparato fotoquimico, e assim contribuem para a redugdo da eficiéncia
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fotoquimica; esse fenomeno é conhecido como fotoinibicdo (Baker, 2008; Sanda et al., 2011).
Uma vez que hd a dependéncia da fixacdo de CO, em relacdo a eficiéncia fotoquimica
(geracdo de ATP e NADPH) e vice-e-versa (Miyake et al., 2009), qualquer tipo de estresse ou
situacdo que reduz o consumo dos produtos fotoquimicos pela diminui¢do da eficiéncia de
carboxilacdo, podera gerar excesso de energia de excitacdo (Baker et al., 2004; Sarlikioti et
al., 2010). Mesmo baixos valores de luz podem representar excesso de energia, visto que a
relacdo entre luz e assimilagcdo de CO, ir4 aumentar devido a reducdo da fotossintese em
condicOes de estresse (Demmig-Adams et al., 1992; Sanda et al., 2011). Sob essas
circunstancias, uma baixa regulacdo da fotossintese ou até mesmo a fotoinibicdo, pode se
tornar um poderoso mecanismo de defesa para as plantas (Pinheiro & Chaves, 2011, Sanda et

al. 2011) contra os possiveis danos oxidativos.

Parte do excesso de energia absorvida pela folha é dissipada como calor, culminando
com o acréscimo do coeficiente de extincdo ndo-fotoquimico da fluorescéncia (NPQ). A
dissipagéo termal envolve a atuagdo de pigmentos do ciclo da xantofila que estdo acoplados
ao complexo coletor de luz do aparato fotoquimico (Demmig-Adams et al., 2006, Sarlikioti et
al. 2010). Quando o NPQ ¢ insuficiente para lidar com esse excesso de energia, 0s drenos
alternativos de elétrons, tais como a fotorrespiracéo e a reacdo de Mehler, também conhecida
como ciclo agua-agua (Miyake, 2010), sdo ativados, os quais sdo determinantes para a
manutencdo da atividade fotossintética (Miyake et al., 2009, 2010; Lawlor e Tezara, 2009;
Lawlor e Cornic, 2002). Esse tipo de resposta tem sido documentada principalmente para
plantas C3, mas ndo para C4. Algumas evidéncias sugerem que existe igual ou até mesmo
maior susceptibilidade de plantas C4 a deficiéncia hidrica (Ueno et al., 2005; Ghannoum,
2009; Carmo-Silva et al., 2010) em comparagdo com plantas C3, apesar do mecanismo
concentrador de CO; das plantas C4. Segundo Ghannoum (2009), essa resposta poderia ser
atribuida a uma capacidade limitada da fotorrespiracdo ou da reacdo de Mehler em atuar como

dreno alternativo de elétrons para o0 excesso de energia redutora em plantas C4.

Altas temperaturas também podem afetar a atividade fotoquimica diretamente pela
inativacdo do fotossistema Il e desorganizacgdo estrutural dos tilacides ou indiretamente pela
reducdo da atividade do ciclo de Calvin (Zhang & Sharkey, 2009). Plantas submetidas a
deficiéncia hidrica normalmente apresentam reducédo da transpiracéo e consequientemente uma
reducdo da capacidade de dissipacdo de calor latente aumentando a temperatura da folha. A
fixacdo de CO, é mediada pela atividade carboxilase da Rubisco, que com o aumento da

temperatura tende a ser desfavorecida, uma vez que a enzima Rubisco ativase apresenta uma



18

grande sensibilidade com as mudancas de temperatura (Kumar et al., 2009). Além disso, em
altas temperaturas, a relacdo entre as solubilidades do dioxido de carbono e oxigénio
(CO,/0,) aumenta devido ao maior decréscimo na solubilidade do CO; (Berry et al., 1980;
Jordan et al., 1984). Logo, a alta temperatura também afeta a fotossintese pelo aumento na
resisténcia do mesofilo foliar a passagem do CO, (Khairi et al., 1976), favorecendo a

fotorrespiracao.

Quando o aparato fotoquimico ndo opera de forma adequada, a capacidade de
regeneracao da ribulose bifosfato (RuBP) diminui, visto que a sintese de ATP e NADPH pode
estar comprometido, levando a uma reducéo na fotossintese potencial (Lawlor e Tezara, 2009;
Pinheiro & Chaves, 2011). A atividade da Rubisco pode ser limitada pela reducdo de ATP e
pela atividade da Rubisco ativase, uma chaperona molecular catalitica que remove 0s
inibidores do sitio ativo da enzima. Lawlor e Tezara (2009) afirmam que inibidores, tais como
os analogos da RuBP, se ligam ao sitio ativo da Rubisco, diminuindo a atividade da Rubisco
ativase, especialmente quando a concentracdo de RuBP estd sub-saturada com a deficiéncia
hidrica (Giménez et al., 1992; von Caemmerer, 2000). A restauracao e regulacdo da Rubisco
sdo mediadas pela Rubisco ativase e requer uma grande taxa ATP/ADP. Uma vez que a
fosforilagdo pode ser reduzida sob deficiéncia hidrica, a atividade da Rubisco sera
comprometida (Lawlor e Tezara, 2009; Parry et al., 2002).

Embora as medidas de trocas gasosas (CO, e O;) sejam importantes para determinar as
taxas fotossintéticas, podem ndo ser eficientes para avaliar os efeitos deletérios nos
cloroplastos, ocasionados pelas diversas formas de estresse abiotico. Uma alternativa as
medidas de trocas gasosas € a avaliagdo da eficiéncia fotoquimica da fotossintese, obtida por
meio das diversas variaveis da fluorescéncia da clorofila a. Condigdes extremas de estresse
ambiental podem afetar os eventos nos tilacoides, interferindo na eficiéncia da fotossintese e
inativando o fotossistema Il (FSII) e a cadeia de transporte de elétrons, que daria origem ao
ATP e NADPH (Krause & Weis, 1991; Sanda et al., 2011). O rendimento da fluorescéncia da
clorofila revela o nivel de excitacdo da energia no sistema de pigmentos que dirige a
fotossintese e fornece subsidios para estimar a inibi¢do ou o dano no processo de transferéncia
de elétrons do fotossistema Il (Miyake et al., 2009). Além disso, € uma técnica rapida, nao-
destrutiva e sensivel, constituindo importante avango em estudos fisioldgicos e em ecologia
de plantas (Krause & Weis, 1991).

Considerando os recentes avangos em pesquisas e abordagens técnicas no estudo de

ecofisiologia vegetal, poderia ser possivel desenvolver um melhor entendimento sobre as
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interacdes entre as variaveis fisiologicas e ambientais, que sdo primordiais para o estudo das
relacBes hidricas, considerando a adaptacdo e resposta das plantas aos mais variados tipos de
estresse (Pinheiro & Chaves, 2010).

1.3. Proposta teorica e sua relevancia cientifica

O objetivo geral foi o de investigar o fendmeno da homeostase em plantas de
metabolismo C3 e C4 submetidas a deficiéncia hidrica, utilizando para isto a abordagem do
“Paradigma Sistémico”. Essa abordagem permite a superagdo de certas limitacdes impostas
pela abordagem cartesiana cléssica, levando a uma nova interpretacdo de fen6menos
fisiolégicos com a possibilidade de desvendar mecanismos de controle subjacentes as
respostas das plantas submetidas a perturbacdes ambientais potencialmente estressantes
(Souza et al. 2009a).

Tal abordagem, utilizando como ferramenta a anélise de redes formadas por interacdes
entre parametros fisioldgicos, tem sido aplicada em estudos de fisiologia vegetal com espécies
cultivadas (Sato et al., 2010; Carli et al., 2009; Amzallag, 2000; Souza et al., 2004a, 2005a e
b) e ecofisiologia de espécies tropicais arbdreas (Prado et al., 2004; Souza et al., 20053, e
2009a), fornecendo importantes informacOes sobre padrdoes emergentes de resposta a
variacfes ambientais que podem ser Uteis para compreensdo da regulacdo dos processos
fisiologicos envolvidos, bem como para fornecer novos parametros para selecdo de materiais

mais tolerantes a diferentes tipos de restricbes ambientais.

Embora a primeira tentativa de formalizar uma Teoria Geral de Sistemas tenha sido
realizada nas décadas de 1950-60 pelo bidlogo teérico Ludwig von Bertallanfy (von
Bertallanfy, 1968 — General System Theory), apenas recentemente essa teoria vem sendo
aplicada a biologia, especialmente a biologia molecular (Barabési e Oltvai, 2004; Voit et al.,
2006) e, em particular a sistemas vegetais, mas ainda com grande énfase em redes
moleculares com foco nos processos de sinalizacdo (Sweetlove e Fernie, 2005; Dietz et al.,
2010). Nesse contexto, predominam os estudos de descri¢do de grandes redes de interacdes
protéicas ou de regulacdo génica (Lucas et al., 2011). De fato, ainda pouca atencdo € dada a
aspectos fundamentais referentes a organizacdo propriamente dita de sistemas bioldgicos que
pressupde algum grau de robustez. Isso é, a capacidade de um sistema atuar sem falhas sob

uma ampla faixa de condi¢cdes ambientais (Lucas et al., 2011). Tradicionalmente, essa
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caracteristica também pode ser identificada como a “homeostase” do sistema (Souza e

Oliveira, 2004).

Anteriormente, o pesquisador israelense G. Nissin Amzallag (Amzallag, 2001) prop6s
que os modelos estatisticos classicos, baseados em testes de comparacbes de média, eram
insuficientes para dar conta da grande complexidade de comportamentos que séo subjacentes
a manutencdo da homeostase de plantas em diferentes condi¢Ges internas (fases do
desenvolvimento) e externas (variagdes ambientais). Amzallag sugeriu, e forneceu algumas
evidéncias experimentais, que a homeostase de plantas era mantida por meio de alteragcdes no
padrdo de organizagdo de redes subjacentes aos niveis de organizacdo sob a observacdo do
pesquisador. Isso €, por tras da manutencdo de certas caracteristicas das plantas frente a
mudancas (internas ou externas) havia um ajuste ou modulacao do padrdo de conex&o entre os

elementos do sistema.

A susceptibilidade de uma rede fisiol6gica as variagdes ambientais depende da forca
com que seus elementos estdo conectados e do grau de acoplamento dessa rede ao ambiente
(Souza et al., 2005b e 2009a). A forca das ligacdes entre os elementos de uma rede é
denominada de conectancia da rede (Amzallag, 2001; Souza et al. 2004a). Elementos
fortemente conectados entre si (com alta conectancia) podem promover maior capacidade de
controle & rede, uma vez que possibilitariam ao sistema implementar ajustes mais rapidos e
mais “precisos” (Csermely, 2006; Souza et al., 2005a). Em geral, os sistemas bioldgicos
apresentam capacidade de modular suas redes, isto €, podem transitar entre os diferentes
padrdes de conectancia de acordo com o contexto, possibilitando a manutencéo da capacidade
de crescimento, defesa e reproducdo sob uma grande diversidade de condigdes de

variabilidade ambiental (Csermely, 2006; Souza et al., 2009a).

E importante destacar nesse contexto que a utilizagdo dessa analise sistémica tem sido
particularmente importante exatamente quando testes estatisticos classicos ndo captam
diferencas significativas entre tratamentos (Amzallag, 2001; Sato et al., 2010). A auséncia
dessa significancia implica que o sistema foi capaz de manter sua homeostase. Todavia, essa
manutencdo da capacidade homeostatica ndo significa que o organismo néo tenha sido afetado
em absoluto. Pelo contréario, a manutencdo da homeostase de sistemas bioldgicos estd baseada
em uma série de ajustes internos que permitem o sistema continuar operando dentro de seu

equilibrio dindmico proprio (Amzallag, 2001; Souza et al., 2005a).
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1.4. Contexto experimental e conceitos basicos operacionais

O contexto experimental desse trabalho foi baseado nos seguintes conceitos:
homeostase, plasticidade fenotipica e estabilidade do desenvolvimento. Homeostase pode ser
considerada como uma expressao geral que indica a tendéncia das condigdes internas de um

organismo em se manter constante apesar das condicoes externas (Mgller e Swaddler, 1997).

O conceito tradicional de plasticidade fenotipica foi definido por Gianoli e Valladares
(2011) como sendo a capacidade de um determinado genétipo em gerar fenotipos alternativos
sob diferentes condi¢bes ambientais ou estimulos. Essa definicdo, bastante geral, pode ser
operacionalmente reduzida a um tipo comumente estudado de plasticidade que € a
‘plasticidade do desenvolvimento’, definida como as mudan¢as no desenvolvimento que
seguem a percepcao e integracdo da informacdo ambiental (Novoplansky, 2002). O estudo da
plasticidade fenotipica deve considerar diferentes niveis hierarquicos de organizagédo, uma vez
que hd uma continuidade de respostas entre esses niveis, isto é, 0s sinais ambientais
percebidos no nivel celular resultam em mudancas fisiologicas e de crescimento, podendo

afetar caracteristicas morfoldgicas da planta (Schlichting e Smith, 2002).

O terceiro conceito operacional chave deste trabalho é o de estabilidade do
desenvolvimento. A estabilidade do desenvolvimento € baseada na habilidade dos organismos
em minimizar perturbacOes aleatdrias durante seu desenvolvimento, enquanto a instabilidade
do desenvolvimento é frequentemente usada como um meio de avaliar os efeitos das
perturbacdes ambientais nos organismos (Freeman et al. 1993; Graham et al. 1993; Maller e
Swaddlle, 1997). Assim, estabilidade do desenvolvimento € a producdo de um fenotipo preé-
determinado geneticamente, sob um dado grupo de condi¢cdes ambientais e genéticas
especificas. Um dos indicadores do desenvolvimento estavel em plantas € a simetria. Uma
incapacidade individual para conter distlrbios aleatérios, de ordem genética ou ambiental,
durante o desenvolvimento poderia ocasionar desvios na simetria do organismo ou em partes
dele como, por exemplo, as folhas em plantas. Esses desvios sdo denominados de assimetria
flutuante quando eles sdo ndo-direcionados e aleatorios (Palmer & Strobeck 1986; Mgaller &
Swaddle 1997). Segundo Souza et al. (2005c), plantas que crescem sob deficiéncia hidrica
exibem maior assimetria em folhas do que plantas que crescem com irrigacdo constante. Em
geral, desvios simétricos aumentaram 80% em folhas desenvolvidas sob falta de agua.
Portanto, quanto mais simétrico um individuo, maior sua estabilidade do desenvolvimento,

sucesso reprodutivo e maior taxa de sobrevivéncia (Freeman et al. 1993).
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Dentro deste contexto de homeostase, plasticidade fenotipica e estabilidade do
desenvolvimento, o trabalho foi desenvolvido em torno de um experimento, onde as espécies
foram submetidas a deficiéncia hidrica em condi¢cGes de maior e menor variabilidade
ambiental, isto €, em ambiente controlado e semi-controlado. Assim, nesse experimento foi
avaliada a influéncia do ruido ambiental (variacGes aleatorias de fatores fisicos do ambiente,
que ndo a falta de agua) sobre as respostas a deficiéncia hidrica. Além disso, também foi
avaliada a recuperacdo da capacidade fotossintética com a reidratacdo das plantas apos o

periodo de deficiéncia hidrica.

Nesse contexto tedrico-experimental, pretende-se testar o seguinte conjunto de

hipoteses:

e A modulacdo de redes fisiologicas apresenta forte relacdo com a manutencdo da
homeostase de plantas cultivadas, C3 ou C4, sob condicdes estressantes.

e Plantas de metabolismo C3 e C4, apesar de poderem apresentar diferentes niveis de
tolerancia a perturbacdes ambientais, devem possuir um mecanismo subjacente similar de
regulacdo de redes em resposta ao estresse (aspecto qualitativo), variando apenas o grau de
intensidade com que as interacGes de determinados pares de variaveis fisioldgicas devem

mudar (aspecto quantitativo).

e Plantas com maior grau de plasticidade fenotipica apresentam maior estabilidade do

desenvolvimento em ambientes com maior variabilidade ambiental.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado com duas espécies de metabolismos fotossintéticos
diferentes. A espécie de ciclo C3, Glycine max (L.) Merr. cv. Codetec 202 (Fabaceae), € a

espécie de ciclo C4, B. brizantha brizantha cv. Marandl (Poaceae).

As plantas de ambas as espécies foram obtidas de sementes germinadas em condi¢oes
de casa de vegetacdo em vasos contendo 12 kg de solo tipo argissolo vermelho/amarelo
eutrofico de textura arenosa-média com substrato agricola (casca de amendoim e de pinus
triturados e torrados) na proporcdo 2:1 em condicBes de capacidade de campo, e 0 solo
corrigido segundo necessidades apontadas em andlise quimica, corrigindo a saturacdo de
bases para 60%.
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2.1. Influéncia do ruido ambiental sobre as respostas fisioldgicas de plantas de G.

max e B. brizantha sob deficiéncia hidrica

Ambas as espécies foram submetidas a deficiéncia hidrica em condi¢des de maior e
menor variabilidade ambiental, isto €, em ambiente controlado (camara de crescimento) e um
semi-controlado (casa de vegetacdo). O objetivo foi avaliar a influéncia do ruido ambiental
(variacOes aleatdrias de fatores fisicos secundarios do ambiente, que néo a falta de agua) sobre

as respostas a deficiéncia hidrica.

Plantas das duas espécies foram submetidas a duas condicGes de irrigacdo, uma com
100% de reposicao da dgua evapontranspirada e outra com 30% de reposicéo, durante 30 dias
de cultivo. A reposicdo de agua foi realizada por método gravimétrico, com pesagem diaria
dos vasos. A cada dia a agua era reposta de acordo com os tratamentos, considerando a

variacdo de peso do vaso de um dia para outro em funcéo da evapotranspiracao.

As plantas de G. max foram submetidas aos tratamentos de reposicéo de dgua quando
o0 quarto trifolio estava totalmente expandido (fase fenoldgica VV4), enquanto que as plantas de
B. brizantha passaram por um corte de homogeneizacdo realizado a 20 cm do solo antes de
serem submetidas aos tratamentos, isto €, aproximadamente 50 dias apds a germinacdo em

condigdes de casa de vegetacéo.

O ambiente controlado (Ac) foi estabelecido em camara de crescimento com controle
de luz (600 pmol fétons m™? s?), temperatura dia/noite (30/23 °C), umidade (60%) e
fotoperiodo com 16 horas de luz. As variagdes ambientais do Ac e do ambiente semi-
controlado (Asc) foram monitoradas diariamente a cada 10 minutos por um sistema HOBO
(modelo H08-004-02, EUA) de coleta automatico de temperatura, luz e umidade. As medidas
de todas as variaveis fisioldgicas foram realizadas apds 30 dias de cultivo das plantas em cada

ambiente de crescimento e regime de irrigacéo.

Os tratamentos foram arranjados de forma inteiramente casualizada no esquema
fatorial 2 x 2, dois regimes de irrigacdo e dois ambientes, totalizando 4 tratamentos para cada

espécie. Para cada tratamento foram consideradas 7 repeti¢cdes (plantas).
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2.2. Parametros avaliados
2.2.1. Conteddo relativo de agua e integridade das biomembranas

O conteldo relativo de agua (CRA) foi utilizado para avaliar o estado hidrico das
plantas. O CRA é uma estimativa direta da porcentagem de dgua na folha e é calculado como
(Larcher, 2000)

CRA = (Mf — Ms)/ (Msat — Ms) x 100 (%)

onde Mf corresponde a massa fresca da folha pesada imediatamente apds a coleta; Msat
corresponde a massa da folha sob saturacdo de agua, apds imersdo durante 12h em agua
destilada; e Ms corresponde a massa seca obtida apds secagem das folhas em estufa a 60°C

até obtencdo de massa constante.

A integridade das biomembranas foi avaliada pelo extravazamento de membrana por
unidade de massa seca (EMys) (adaptado de Matos et al., 2010). Dez discos de tecidos
foliares frescos foram coletados de folhas totalmente expandidas e de forma aleatéria em cada
repeticdo de todos os tratamentos. Em seguida, os discos, de peso seco conhecido, foram
colocados em um recipiente plastico com 10 mL de agua deionizada, foram entdo tampados e
mantidos a temperatura de 25° C por 24 horas. Apés a incubagdo, a condutividade do meio foi
determinada (Xi) com o auxilio de um medidor portéatil de condutividade elétrica (LTLutron,
modelo CD-4301). Essa técnica permite avaliar a integridade das membranas celulares visto
que quanto menor a condutividade elétrica da solucdo, menor é a quantidade de eletrolitos que

extravasam das membranas indicando seu grau de integridade.

2.2.2. Curvas A/C;

As curvas A/C; foram realizadas variando-se a concentracdo de CO, do ar dentro da
camara de amostragem de um analisador de gases por infra-vermelho (Li-6400XTR, LiCor,
EUA) entre 0 e 1500 pmol mol™ (Long e Bernacchi, 2003). As medidas foram realizadas sob
irradiancia saturante de 1200 pmol m™s™(definida pela curva A'DFFF) e déficit de pressdo de
vapor em torno de 1,5 kPa, mantida com um gerador de ponto de orvalho (modelo Li-610, Li-
Cor) acoplado ao Li-6400XT; a temperatura da folha foi ajustada para 30 “C. As curvas foram

ajustadas conforme modelo proposto por Monteiro e Prado (2006)

A - Arnaxcoz (l —_e -C(Ci-PCOfTICOZ))'
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onde A é a assimilacdo de CO, momentanea, Amaxcoz € 0 potencial fotossintético, e é a
constante de Euler, ¢ é a constante relativa & convexidade da curva, C; concentracao

momentéanea de CO, intercelular, Peomcoz € 0 ponto de compensacédo da fotossintese ao CO,.

As variaveis derivadas das curvas A/C; analisadas foram: potencial fotossintético
(Amaxco2); ponto de saturacdo da fotossintese ao CO; (Pscoz), que foi estimada calculando os
valores do eixo x quando a A atingiu 90% de Amaxcoz; € limitacdo estomatica relativa da

fotossintese (Lg), calculada segundo Farquhar e Sharkey (1982)

Ls = [(4 -A)/4 T*100,

onde 4’ é a assimilacdo de CO, quando C; equivale a concentracdo atmosférica de CO,
(370410 pmol mol™) e A é a assimilagdo de CO, quando a concentragdo de CO, na cAmara de
amostragem for similar a concentracdo atmosférica. Além disso, a fotorrespiracdo (Fg) € a
velocidade méaxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax) foram calculadas conforme o modelo
proposto para plantas de metabolismo C3 (Sharkey, 1988; Sharkey et al., 2007) e
metabolismo C4 (von Caemmerer 2000), respectivamente, para G. max e B. brizantha.

2.2.3. Curvas A/IDFFF

A fotossintese em plantas pode ser descrita quantitativamente pelas curvas de A/DFFF
que discriminam alguns pontos: capacidade fotossintética (Amax.); ponto de compensacao da
fotossintese a luz (Pcom); ponto de saturacdo da fotossintese a luz (Psy ) calculado quando A
atinge 90% de Anux; eficiéncia quéantica aparente (EQA), correspondendo a inclinacdo da
regi&o linear inicial da curva A'DFFF; e respiracdo da folha (Rq) quando DFFF = 0 pmol m™
s™. Os valores de condutancia estomatica (gs) e transpiracio (E) foram obtidos no ponto de
saturacdo da fotossintese a luz para cada espécie, regime de irrigacdo e ambiente de
crescimento. A eficiéncia intrinseca do uso de agua (Eiua) foi calculada como a relacdo entre

0 Amax. € @ condutancia estomatica (gs).

Folhas sadias e totalmente expandidas foram submetidas a diferentes intensidades de
DFFF, desde 2000 até 0 umol m™ s™ durante 3 a 6 minutos, dependendo da velocidade de

estabilizacdo das leituras, sendo registradas as leituras ao final de cada etapa. Durante estas
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medicdes, a concentracdo de CO, na camara de amostragem do Li-6400XTR foi mantida em
380 pmol mol™ , a temperatura da folha foi ajustada para 30 °C, e o déficit de pressdo de
vapor mantido em torno de 1,5 kPa com auxilio de um gerador de ponto de orvalho (modelo
Li-610, Li-Cor) acoplado ao Li-6400XTR. A luz para as curvas foi fornecida com uma fonte
de LEDs de emissdo no espectro do vermelho, acoplada a camara de amostragem do Li-
6400XTR.

As curvas de resposta A/DFFF foram ajustadas de acordo com a equagéo de Prado &
Moraes (1997)

onde A € a assimilacdo de CO, momentanea; Amax. € capacidade fotossintética; DFFF é a
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos momentaneo; e Peom € 0 ponto de compensacao
da fotossintese a luz.

Todas as curvas A/Ci e AIDFFF foram realizadas em sete plantas por tratamento em

cada experimento das 9:00 as 14:00h.

2.2.4. Fluorescéncia da clorofila a e indice de teor de clorofila.

A avaliacdo da atividade fotoquimica, por meio da analise de fluorescéncia da
clorofila a, foi realizada simultaneamente as curvas A/IDFFF com o fluorémetro de luz
modulada (L1-6400-40) acoplado ao Li-6400XTR. Os parametros determinados foram:
eficiéncia quantica potencial (F./Fy) e efetiva (AF/Fy,’) do FSII, coeficiente de extincao
fotoquimico (gP) e ndo-fotoquimico [NPQ = (Fn-Fn)/Fn’] da fluorescéncia, e a taxa de
transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/Fy,’ * 0,5 * 0,84) (Bilger & Bjorkman, 1990). Os
valores de Fn, e F, indicam, respectivamente, as fluorescéncias maxima e variavel,
determinadas ap6s 30 minutos de adaptacdo ao escuro. Fn,’ e Fs sdo, respectivamente, as
fluorescéncias maxima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz, e Fo’ representa

a fluorescéncia basal apés a excitacdo do FSI.

O dreno alternativo de elétrons (DAE) foi calculado como a relagdo entre a eficiéncia
quantica efetiva do FSII no ponto de saturacdo da fotossintese a luz (AF/Fy,’) e a eficiéncia

quantica de fixacéo de CO, (¢CO,), conforme proposto por Ribeiro et al. (2003):
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#CO; foi calculado de acordo com Edwards & Baker (1993)

(AmaxL + Rd)

co, = e 47
$C0; (Pgge, X 0.84)

O indice de teor de clorofila (ICC) foi estimado por um medidor de teor de clorofila
(CCM-200 Opti-Sciences, Tyngsboro, Massachusetts, USA) baseado na absorbancia em
comprimento de onda de 660 e 950 nm.

2.2.5. Recuperacdo da capacidade fotossintética

Apbs as determinacdes do estado hidrico das plantas, integridade das biomembranas e
as analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, as plantas que permaneceram em
regime de deficiéncia hidrica foram submetidas a um periodo de reidratacdo por 15 horas para
analisarmos o grau de recuperacdo de Amax. €m relacdo as plantas bem irrigadas. Apos as
medidas de Amax., as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes e as folhas foram excisadas

para as avaliacdes de crescimento e simetria.

2.2.6. Estabilidade do Desenvolvimento

Para a avaliacdo da estabilidade do desenvolvimento das plantas, foi realizada uma
anélise de simetria em trés folhas de cada repeticdo usando-se um paquimetro digital
(Electronic Digital Caliper, USA), medindo-se a largura dos lados esquerdo e direito de uma
Unica folha, em relacdo a nervura central, na porcdo mediana da folha de B. brizantha e
porces medianas dos foliolos de G. max. As medidas foram feitas nas por¢des de maior
comprimento entre a nervura central e a borda foliar. Os desvios de simetria (d) foram
calculados subtraindo-se as medidas do lado esquerdo e direito em cada espécie, B. brizantha
(A-A)eG max(A—A’; B—B’; C-C’; D-D’), conforme esquema a baixo (figura 1) em
todas as trés folhas totalmente expandidas de cinco plantas por tratamento.
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Os valores das medidas de simetria foram transformados em seus logaritmos para
remover o efeito da escala de tamanho sobre os resultados. O desvio foi recalculado a partir
destes novos valores (d = logx - logx”). Para normalizar os dados foi utilizada a transformacéo
Box-Cox, d* = (| d | + 0,00005*0,33 ) (Souza et al. 2005c). No total, foram amostradas 10
plantas e todas as folhas sadias e totalmente expandidas dos médulos desenvolvidos sob cada

tratamento. Os desvios entre cada ambiente foram comparados com teste t (p = 0,05).

Esquerdo Direito Esquerdo Direito

Peciolo Peciolo

Figura 1: Esquema exemplificando a forma de coleta dos dados para o calculo de simetria foliar em plantas de B.
brizantha (esquerda) e G. max (direita), crescidas nas diferentes condi¢des experimentais. As letras A, B, Ce D
representam os locais onde foram realizadas as medidas para as analises da simetria foliar (desvios entre os lados
direito x’ e esquerdo x).

2.2.7. Variaveis de crescimento

A area foliar total (AF) foi medida com um integrador portatil de area foliar (modelo
LI-3000A, Li-Cor, USA), e a massa especifica foliar (MEF) foi obtida pela relacdo entre a
massa seca (MS:) e a AF. Para a quantificacdo da massa seca (g), as folhas (MS.), talos (M)
e raizes (MSg) foram armazenados em sacos de papel, identificadas e mantidas em estufa sob
uma temperatura constante de 70 °C até obtencdo de massa constante.

2.3. Indice de plasticidade fenotipica

Os indices de plasticidade fenotipica (IPF), que variam de zero a um, foram calculados a
partir dos valores médios para cada parametro fisioldgico (ETR, Amax., Re, EMus € MSy) de
acordo com Rozendaal et al. (2006) e Valladares et al. (2000):
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IPF = (Médiamax — Médiawin) / Médiamax

2.4. Andlise estatistica dos resultados

Para as varidveis ambientais, foram calculados os valores médios e o coeficiente de
variagdo de cada ambiente de crescimento. Os resultados de cada variavel fisiologica foram
analisados por meio de analise de variancia (two-way ANOVA, p = 0,05), considerando o
esquema fatorial para cada espécie, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p =
0,05).

Além disso, foi realizada uma analise multivariada por componentes principais (PCA)
na tentativa de separar os diferentes comportamentos observados, considerando-se a

integracdo de todas as variaveis medidas.

2.5. Analise de redes (conectancia global)

A base do modelo proposto, a partir de uma rede constituida por variaveis
fotossintéticas, foi definida por Souza et al. (2005a, 2009a). Nesse trabalho foi agregado a
rede fotossintética (construida a partir de medidas derivadas de curvas de resposta
fotossintética a luz e ao CO,, e fluorescéncia da clorofila) e 0 médulo com parametros de
crescimento (figura 2) associado, posteriormente, a medidas de simetria foliar. A relacdo entre
fotossintese e simetria foliar foi previamente estabelecida por Souza et al. (2005c). O modelo
geral de construcdo das redes, baseado na conectancia (forca de ligagdo) entre elementos da
rede, foi descrito por Amzallag (2001) e adaptado por Souza et al. (2004a) e é apresentado a

sequir.

A conectancia da rede modular representada na figura 2 foi estimada a partir da analise
de conectancia global (Cg), definida por Amzallag (2001), que avalia a forca de relacdo entre
as variaveis de uma rede. Um valor do coeficiente de correlagdo (r) é calculado para cada par
de variaveis de interesse na rede, método inspirado na analise de trilha, “path analysis” (Souza
et al., 2009a). Para obter a intensidade de relacdo além de sua significancia, foi realizada uma

transformagéo-z:
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z :0,5x|n{gt:)}

Este valor corresponde ao grau de conectancia entre um par de elementos da rede,
sendo calculado entre as variaveis fisiologicas que compde cada modulo da rede (Figura 2).
Cg é, entdo, calculada pela média dos valores z de cada par de elementos da rede. Assim, a
rede foi analisada considerando os seguintes parametros: i) os valores de z das ligacdes entre
0s maédulos ii) conectancia global do modulo de desenvolvimento (Cgg), da rede fotoquimica
(Corat), € da rede de trocas gasosas (Cgge); € 1ii) conectancia global da rede inteira (Cgiotal =
média dos valores de Cg de todos os mddulos avaliados) (Figura 2). Os célculos de correlacdo
de Pearson entre os pares de parametros e os calculos de Cg foram implementados no

programa Ecograph, desenvolvido para esse fim em nosso laboratorio.

Nesse trabalho, ndo foi incluida a anélise da rede de desenvolvimento (Cgg) (Figura 2),
pois os resultados foram inconclusivos e pouco significativos. Futuramente, isso merecera

uma reavaliacdo sobre sua pertinéncia no modelo de redes fisioldégicas como um todo.
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Rede de desenvolvimento

1 Simetria foliar

/

;"’ ;" MST = .

Rede fotossintética

NPQ

Fo/Frn

Figura 2: Representagdo esquematica da rede de relagGes entre variaveis fisiologicas a ser considerada nesse
estudo. As setas indicam as correlagdes consideradas entre pares de varidveis dentro e entre médulos. A rede é
constituida por trés modulos, sendo dois relativos a fotossintese (rede fotoquimica e rede das trocas gasosas), e
um médulo (topo) relacionado ao desenvolvimento da planta, apresentando variaveis de crescimento e de
simetria foliar, que representam o estado da estabilidade do desenvolvimento. MS+ = massa seca total. AF =
area especifica foliar. PA/R = relagdo entre a massa seca da parte aérea e a da raiz. Os trés modulos estdo
relacionados por ligacdes especificas entre elementos de cada moédulo. Os moédulos de fotossintese estéo
conectados pela relagdo entre a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR) e a capacidade fotossintética
(Amax) segundo Souza et al., 2008). O mddulo de desenvolvimento est& conectado ao médulo da rede de trocas
gasosas pelas relacdes entre Apax € MSt, Anaxe € AF, € Anax € a Simetria foliar. Rq = respiragéo no escuro, Fg =
fotorrespiracdo, gs = condutancia estomatica, C; = concentracdo intercelular de CO,, NPQ = coeficiente de

extin¢do ndo-fotoquimico da fluorescéncia, F./Fy, = eficiéncia quintica potencial do fotossistema II, AF/F,,> =
eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II.
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3. Resultados
3.1. Variabilidade dos ambientes

Apesar de as médias de irradiancia diaria (DFFFg,) e da temperatura (T) terem sido
aproximadamente as mesmas nos dois ambientes (Tabela 1), o coeficiente de variagdo (CV)
dos fatores ambientais medidos foi relativamente baixo em Ac indicando que a variabilidade
ambiental foi reduzida, quando comparada ao Asc. Em Ac a DFFFg, ndo apresentou
variabilidade, visto que a fonte de luz da cAmara de crescimento fornece iluminacao constante
ao longo do fotoperiodo. Os valores médios da umidade relativa (UR) foram relativamente

maiores em Asc, apresentando um CV superior quando comparados ao Ac (tabela 1).

Tabela 1: Valores médios e coeficiente de variacdo (CV) das condi¢cBes ambientais da caAmara de crescimento
(Ac) e da casa de vegetacdo (Asc), onde as espécies foram cultivadas por trinta dias. Considerando os seguintes
parametros em cada periodo do dia: DFFFq,, irradiancia diaria (mol fotons m? dia™); T, temperatura (°C); UR,
umidade relativa do ar (%).

Variabilidade Ambiental

Ac Asc
DFFF4, - CV T-CV UR - CV DFFFy, - CV T-CV UR - CV
Dia 30,2-0 33-5 40 -14 32,1-50 33-18 50-42
Noite - 23-3 70 -10 - 23-13 88 -13

3.2. Conteudo relativo de &gua e integridade das biomembranas

Ambas as espécies reduziram o CRA quando foram mantidas sob deficiéncia hidrica
(tabela 2), no entanto esse efeito foi maior no Asc com reducéo de 32% em G. max e 22% em
B. brizantha, enquanto que em ambiente Ac a reducéo foi de 10% em G. max e 17% em B.
brizantha. O extravazamento de membrana por unidade de massa seca (EMys), que é avaliado
pelo vazamento de eletrélitos celulares em consequéncia dos danos na membrana, néao
apresentou variac@es significativas quando plantas de G. max foram submetidas a deficiéncia
hidrica. Por outro lado, quando B. brizantha foi sujeita a mesma condicdo de irrigacdo, o
EMus aumentou 60% quando mantidas em ambiente Ac, enquanto que no ambiente Asc esse
aumento foi de 50%. Notavelmente, as plantas de B. brizantha aumentaram os valores de
EMus de forma significativa quando foram mantidas em Ac, enquanto que em G. max o

aumento foi observado no ambiente com maior variagao (Asc).
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Tabela 2: Valores médios de extravazamento de membrana por unidade de massa seca (EMys) e conteldo
relativo de agua (CRA) em plantas de G. max e B. brizantha submetidas a 100% e 30% de reposicdo de agua
evapontranspirada em ambiente de maior (Asc) € menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras mailsculas
diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de agua em cada espécie; letras
minusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05) entre os ambientes em cada espécie.

Estado Hidrico

G. max B. brizantha
100% 30% 100% 30%
Ac Asc Ac Asc Ac Asc Ac Asc

'fm'\ggﬂ)s 055%  510% 123" 50 9438 3895 15122 5 gyt

C('/Q)A g7~ gora 798 63  g5M  ggha 7gBa  738e

3.3. Parametros fotoquimicos

Analisando os dados baseados na andlise de fluorescéncia da clorofila a obtidos no
ponto de saturacdo a luz para cada tratamento e ambiente (tabela 3), os valores de eficiéncia
quantica potencial do PSII (F./Fy) ndo apresentaram variacdes significativas quando ambas as
espécies foram submetidas a deficiéncia hidrica. E, além disso, as plantas de G. max que
foram submetidas a deficiéncia hidrica em Agsc apresentaram um aumento significativo da
eficiéncia quéntica efetiva (4F/F’) ao passo que o coeficiente de extingdo ndo fotoquimico
(NPQ) foi reduzido, enquanto a taxa de transporte de elétrons (ETR) permaneceu estavel. O
dreno alternativo de elétrons (DAE) de G. max aumentou nas plantas sob deficiéncia hidrica
dos dois ambientes, sobretudo no Asc onde os valores de DAE dobraram. Ja em plantas de B.
brizantha, a deficiéncia hidrica afetou diretamente 0 ETR, que reduziu significativamente no
ambiente Ac e Asc (22% e 30%, respectivamente). Por outro lado, os valores de DAE das
plantas de B. brizantha foram maiores quando mantidas em Asc, apesar de ndo terem
apresentado alteracdes significativas frente a deficiéncia hidrica nos dois ambientes. Além
disso, observamos que as duas espécies aumentaram o indice de teor de clorofila (ICC) sob
deficiéncia hidrica (tabela 3), no entanto o ICC foi maior quando as plantas de G. max foram
mantidas em Asc, enquanto que em B. brizantha os valores foram maiores quando as plantas

estavam em Ac.
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Tabela 3: Valores médios da eficiéncia quantica potencial e efetiva do FSII (F./F,, 4F/F,’, respectivamente),
coeficiente de extingdo fotoquimico e ndo fotoquimico (gP e NPQ, respectivamente), taxa de transporte de
elétrons (ETR), dreno alternativo de elétrons (DAE), e indice de teor de clorofila (ICC) em plantas de G. max e
B. brizantha submetidas a 100% e 30% de reposicdo de &4gua evapontranspirada em ambiente de maior (Asc) e
menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras maiGsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre
os tratamentos de agua em cada espécie; letras mintsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)
entre os ambientes em cada espécie.

Fluorescéncia Cl,

G. max B. brizantha

100% 30% 100% 30%
Ac Asc Ac Asc Ac Asc Ac Asc

Fu/Fm 0,731%%  0,788% 0,745 0,817 0,793 0,783% 0,788" 0,786"

AF/Fy 0,302"%  0,273% 0,388"% 0,404" 0,177 0,196" 0,185" 0,208

qP 0,657% 0,596 0,830" 0,760"* 0,445%° 0572 0,472"° 0,565

NPQ 1,65"° 2,077 163 170% 226" 315" 240" 310"

(WETmSS_l) 63 9% 71 g7A 76" g5 5gBa 5B

DAE 1458 10,7% 185" 218" 717 gg® g5t 124

ICC 118 178 19 374 238 178 38" 36"
3.4. Curva A/ICi

Nos dados obtidos da curva A/Ci (tabela 4), as plantas de G. max e B. brizantha, que
foram mantidas em ambientes diferentes, apresentaram comportamentos distintos na
velocidade méxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax). As duas espécies apresentaram uma
manutencgdo de V¢max quando foram submetidas a deficiéncia hidrica no Ac. Por outro lado, as
plantas de G. max que foram mantidas no Asc apresentaram decréscimos significativos de
Vemax SOb deficiéncia hidrica (27%), enquanto que em B. brizantha essa reducdo foi de 52%
no mesmo ambiente e regime de irrigacdo. Além disso, o potencial fotossintético (Amaxcoz) € 0
ponto de saturacdo da fotossintese a0 CO, (Psaicop) reduziram quando as plantas de G. max
foram submetidas a deficiéncia hidrica mas, principalmente, em Asc. Por outro lado, 0 ponto
de compensacdo da fotossintese a0 CO, (Pcomcoz) € a limitacdo estomatica relativa da
fotossintese (Ls) em plantas de G. max ndo apresentaram variagdes significativas quanto ao
tipo de irrigacdo e ambiente de crescimento, embora o0 Lstendesse a aumentar sob deficiéncia
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hidrica quando mantidas em Ac (30%). J4 em plantas de B. brizantha sob deficiéncia hidrica,
observamos uma reducdo de Amaxcoz Somente quando foram mantidas em ambiente Asc,
enquanto que a Lsaumentou e 0 Pgico2 € Peomcoz permaneceram estaveis no mesmo ambiente
e regime de irrigacdo. Por outro lado, as plantas de B. brizantha sob deficiéncia hidrica do Ac
aumentaram de forma significativa os valores de Psco2 Sob deficiéncia hidrica (86%) assim
como 0 Peomcoz que aumentou mais de 2 vezes, enquanto a Ls dobrou no mesmo ambiente de

crescimento (tabela 4).

Tabela 4: Valores médios do potencial fotossintético (Anaxcoz), pontos de compensacdo e saturagcdo ao CO,
(Pcomcoz © Psatcop, respectivamente), limitacéo estomatica relativa da fotossintese (Ls) em plantas de G. max e B.
brizantha submetidas a 100% e 30% de reposicdo de dgua evapontranspirada em ambiente de maior (Asc) €
menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras maitsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre
os tratamentos de agua em cada espécie; letras minGsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05)
entre os ambientes em cada espécie.

Curva A/Ci

G. max B. brizantha
100% 30% 100% 30%
Ac Asc Ac Asc Ac Asc Ac Asc

Amscoz — ppghr 186”3882 g gBY  gpoMr g1 7Aa gggha () 4Bb
(umol CO, m*s™)

PCOTT'ICOZ 8 1Aa 70Aa 78Aa 88Aa 16 Ba 4Aa 43Aa 7Ab
(umol mol ™)
Psacop 697°%  512"°  462%* 1338 1928 g57Ab 3gght AP
(umol mol ™)
LS 23Aa 28Aa 30Aa 28Aa 1gBﬁ ng 46Aa 19Ab
(%)
Vemex 78" 84" 63" 618 25 1A ppf 1QfP
(umol m?2s?)

3.5. Curva A/DFFF

De acordo com os dados obtidos no ponto de saturacdo a luz para cada tratamento
(tabela 5), ambas as espécies submetidas a deficiéncia hidrica nos dois ambientes
apresentaram um aumento na eficiéncia intrinseca do uso de agua (Eiua), a0 passo que
reduziram a eficiéncia quéntica aparente (EQA), capacidade fotossintética (Amax.), ponto de
saturacdo da fotossintese a luz (Psy), condutincia estomatica (gs), transpiracdo (E) e,
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particularmente em G. max, a fotorrespiracdo (Fg). As plantas de B. brizantha submetidas a
deficiéncia hidrica no Ac aumentaram de forma significativa os valores de fotorrespiracao
(Fr) (tabela 5), embora os valores fossem muito baixos nos dois tipos ambientais, como é
esperado para plantas de metabolismo C4 em comparagdo com plantas C3.

A variabilidade ambiental, influenciou as respostas dos parametros da curva A/IDFFF
descritos acima. Comparando-se com o ambiente Ac, 0 ambiente com maior variabilidadade
(Asc) propiciou a reducdo de todos os pardmetros da curva A/DFFF avaliados para B.
brizantha, com excecdo de Eiua que aumentou nesse ambiente. Em plantas de G. max foi
observado um aumento de EQA, Ry, Anax., Psar € Eiua, com excecdo de E que se manteve
constante, e gsque reduziu em plantas do Asc (tabela 5).

Tabela 5: Valores médios de eficiéncia quantica aparente (EQA), respiracdo no escuro (Ry), fotorrespiragdo (Fg),
capacidade fotossintética (Amax), pontos de compensacdo e saturacdo da fotossintese a luz (Pgm € Pea
respectivamente), transpiracdo (E), eficiéncia intrinseca do uso da agua (Eiua), e dreno alternativo de elétrons
(DAE) em plantas de G. max e B. brizantha submetidas a 100% e 30% de reposi¢do de agua evapontranspirada
em ambiente de maior (Asc) € menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de &gua em cada espécie; letras minGsculas diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os ambientes em cada espécie.

Curva A/DFFF
G. max B. brizantha
100% 30% 100% 30%
Ac Asc Ac  Asc Ac  Asc Ac Asc
EQA 0,049"° 0,064% 0,035 0,050 0,060"* 0,043"° 0,051% 0,026%

L. 2,097 228M 1,058° 2,077  2.82% 1,23%  1,72%  0,86"°
(umol CO, m<s™)

Fr = 325"  5o5Aa 2,045 3,40%  0,17% 0,07 037" 0,08
(umol CO, m<s™)
Arad 101%  17,3% 565  100%  216% 140  121% g gB
(umol CO,m=s™)
Ponl 3920  324% 202 396 430%™ 246  311% 279™
(umol fétonsm=s™)
Paw —— gg3a0 6337 315,650 496,95 8745 5632 4925 3819%
(umol fétonsm=s™)
9 0218 0,147 0,054 0,052 0,200" 0,059”° 0,003% 0,024°%
(mol H,O m*“s™)
E 34 3457 0,955 1,44% 345" 1,87%  1,62%  0,80%°
(mmol H,O m*“s™)
EI ua Bb Ba Ab Aa Bb Ba Ab Aa
(imol CO,1 ol 47 120 93 188 111 246 131 284

H,0)
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Enquanto isso, a deficiéncia hidrica também reduziu os valores de respiracdo no
escuro (Ry) (tabela 5), mas somente quando ambas as espécies foram mantidas em ambiente
Ac, bem como os valores de ponto de compensacdo da fotossitese a luz (Peom.) €m B.
brizantha. Observamos também que a Ry foi maior em plantas de G. max em ambiente Asc em
comparacdo ao ambiente Ac, sobretudo em plantas sob deficiéncia hidrica, onde os valores

dobraram.

3.6. Andlise de crescimento

De acordo com os dados de crescimento, a deficiéncia hidrica reduziu a massa seca
das plantas como um todo. Em plantas de G. max do Asc, 0s valores de massa seca decairam
60% e 52% em plantas (bem irrigadas e sob deficiéncia hidrica, respectivamente) comparadas
ao Ac. Ja em B. brizantha, o Asc provocou redugbes de 73% (para ambos os regimes de
irrigagdo) em relagdo ao Ac, nos mesmos parametros avaliados. Por outro lado, embora a
deficiéncia hidrica tenha reduzido a &rea foliar (AF), as espécies responderam de forma
diferente conforme o ambiente. As plantas de G. max reduziram a AF quando mantidas em
Ac, enquanto que as plantas de B. brizantha aumentaram este parametro no mesmo ambiente.
Esses resultados contribuiram para o aumento da massa especifica foliar (MEF) em G. max
(tabela 6), que foi em média 5 vezes maior em Ac, enquanto que em B. brizantha esse mesmo
parametro reduziu 13% em plantas bem irrigadas na mesma condi¢do ambiental. Além disso,
a deficiéncia hidrica reduziu de forma significativa a MEF somente em plantas de G. max do
Ac.
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Tabela 6: Valores médios de massa seca da raiz (MSg), massa seca foliar (MS:), massa seca do caule (M),
massa seca total (MS;), relacdo parte aérea raiz (PA/R), indice de area foliar (AF) e massa especifica foliar
(MEF) em plantas de G. max e B. brizantha submetidas a 100% e 30% de reposicdo de agua evapontranspirada
em ambiente de maior (Asc) e menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras maitsculas diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de agua em cada espécie; letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os ambientes em cada espécie.

Crescimento

G. max B. brizantha
100% 30% 100% 30%

Ac Asc Ac Asc Ac Asc Ac Asc
'\f'j? 5943 DA 1288 4B gpqfa oAb 154Ba  31Bb
'V(Ig?: 59Aa 21Ab 168a 7Ba 36Aﬁ 25Ab 16Ba ng
'v(lg)& 62Aa 29Ab 135& 88& 52Aa 23Ab 138& 7Bb
'\f'g?f 18072 7270 4152 1952 5430 147" 183% 48B°
PA/R 1,0% 2,452 257 37 2% 5" 0,27 0,5
@]2':) 0,217 05" 008% 018% 078" 046" 0,328 0,18
Z'E'f) 0728 43% 19082 412 g6”  53Me 497 g9na

A deficiéncia hidrica provocou um aumento nos valores da relacdo parte aérea/raiz
(PA/R) somente em plantas de G. max do Asc. Por outro lado, embora o regime de irrigacéo
ndo tenha afetado a PA/R em B. brizantha, no Asc foi observado um aumento significativo

nos valores desse parametro (150%).

3.7. Simetria foliar

A estabilidade do desenvolvimento, avaliada pelo desvio da simetria foliar, apresentou
variacdes significativas em ambas as espécies que foram submetidas a deficiéncia hidrica
(tabela 7). Sendo que em plantas de B. brizantha o desvio aumentou 48% em Ac, enquanto
que em plantas mantidas em Asc 0 aumento foi de 13% na mesma condi¢do hidrica. O mesmo
efeito foi encontrado em plantas de G. max do Ac, onde a deficiéncia hidrica aumentou o

desvio em 30% e 20% na porcdo B e D da folha, respectivamente.
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Tabela 7: Diferencas entre os desvios de simetria nas diferentes partes de folhas de B. brizantha e G. max
submetida a deficiéncia hidrica em ambiente de maior (Asc) € menor (Ac) variabilidade ambiental. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos hidricos em cada espécie;
letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os ambientes em cada espécie.

Simetria — B. brizantha

Ac Asc
A 0,27 +0,23 (irr)®° 0,34 + 0,08 (irr)®*
0,40 + 0,27 (dh)™ 0,38 + 0,06 (dh)*®

Simetria — G. max

Ac

Asc

0,25 + 0,09 (irr)"®
0,25 + 0,08 (dh)*

0,24 + 0,06 (irr)®*
0,31+ 0,07 (dh)*

0,29 0,05 (irr)™
0,26 + 0,09 (dh)™

0,22 + 0,09 (irr)®
0,26 0,07 (dh)*

0,26 + 0,05 (irr)"
0,27 + 0,08 (dh)*

0,22 + 0,08 (irr)"™
0,24 + 0,08 (dh)*"

0,22 + 0,08 (irr)"°
0,23 + 0,06 (dh)™

0,20 + 0,06 (irr)"*
0,20 + 0,05 (dh)™

3.8. Recuperacdo da capacidade fotossintética

As plantas que permaneceram em regime de deficiéncia hidrica foram submetidas a
um periodo de reidratacdo por 15 horas para analisarmos o grau de recuperacgdo da capacidade
fotossintética. Foi observado que a reidratacdo propiciou a recuperacgdo total Amax das duas

espécies (figura 3), independente da condicdo ambiental que foram mantidas.
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Figura 3: Porcentagem de recuperacdo da capacidade fotossintética (Anax ) de plantas de G. max e B. brizantha
sob deficiéncia hidrica apés um periodo de 15 horas de reidratacdo. A recuperagdo foi estimada em relagdo aos
valores de A, de plantas bem irrigadas (100% de reposi¢do hidrica). Colunas cinzas representam a
porcentagem de recuperagéo no A, e colunas pretas representam a porcentagem de recuperacdo em Agc para G.
max e B. brizantha.

3.9. Indice de plasticidade fenotipica

A partir da analise de plasticidade fenotipica de algumas caracteristicas marcantes das
espécies estudadas, nossos resultados mostram que, apesar de G. max e B. brizantha
apresentarem variagOes no IPF de ETR, Ry e EMyg, a plasticidade fenotipica de Ayex. € MSy
foram similares (tabela 8).

Tabela 8: Valores de indice de plasticidade fenotipica (IPF) calculados para alguns parametros fisiologicos
essenciais entre os diferentes regimes de irrigacdo (100% e 30% de reposicdo de agua evapontranspirada) e
ambiente (Ac e Agc), de acordo com Rozendaal et al. (2006) e Valladares et al. (2000): IPF = (média méaxima —
média minima) / (média maxima).

IPF G. max B. brizantha
ETR 0.29 0.41
AmaxL 0.67 0.68

Ry 0.53 0.69
EMwus 0.90 0.74

MSt 0.89 0.91
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3.10. Analise de componentes principais

Analise multivariada por componentes principais (PCA) apontou diferentes padrbes de
respostas das duas espécies as diferentes condigdes de crescimento as quais foram expostas
(Figura 4). A PCA foi realizada levando em conta todos os parametros fisioldgicos analisados
em cada condicdo ambiental. Considerando dois componentes principais (PC1 e PC2), a PCA
explicou 57,4% da variacéo total dos dados, permitindo a observacdo de 5 grupos (Figura 4).
O PC1 explicou 32,7% da variacao total dos dados originais, de forma que as varidveis que
mais contribuiram para a separacdo dos grupos foram: MSx(0,287), MSy (0,285), DAE (0,284)
e AF (0,284). Ja o PC2 explicou 24,6% da variacdo total dos dados, e as variaveis que
contribuiram para a formacdo dos grupos foram: Psicoz (0,298), Vemax (0,259), Peomcoz
(0,257), EiUA(0,256) e EQA (0,239). Dessa forma, para a separacdo entre 0S Qrupos
observados ao longo do PC1 predominaram as variagdes em parametros de crescimento,
enquanto que na separacdo dos grupos ao longo do PC2 os parametros de fotossintese foram

mais predominantes.

24,624

Figura 4: Espaco de ordenacgdo gerado pela analise de componentes principais. Todos os parametros de curva
A/C; e AIDFFF, estado hidrico, fluorescéncia da clorofila a e biometria foram considerados. A ordem
decrescente de importancia de cada parametro para a separacao dos grupos foi: MSs, MSy, DAE e AF. O primeiro
componente principal explicou 32,7% da variancia total dos dados, enquanto o segundo componente explicou 0s
24,6% restantes. A e e representam respectivamente as plantas de G. max e B. brizantha com 100% de
reposi¢do hidrica em ambiente Ac. A e o representam respectivamente as plantas de G. max e B. brizantha com
30 % de reposi¢do hidrica em Ac. ¥ e @ representam respectivamente as plantas de G. max e B. brizantha com
100% de reposicdo hidrica em Agc. V e <> representam respectivamente as plantas de G. max e B. brizantha
com 30 % de reposicdo hidrica em Agc.
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Considerando-se o vetor formado pelos eixos PC1 e PC2, é possivel identificar um
gradiente de respostas em funcéo das condi¢des ambientais, partindo do quadrante inferior
direito (controles) para o quadrante superior esquerdo, e uma nitida separacdo entre as
espécies ao longo desse vetor (Figura 4).

Por outro lado, enquanto nos tratamentos com G. max ndo € possivel identificar a
influéncia dos diferentes ambientes de crescimento (Ac e Asc), as plantas de B. brizantha
parecem ter sido mais responsivas as diferencas de variabilidade ambiental as quais foram
expostas durante os dois regimes hidricos. Considerando a dire¢cdo do vetor de influéncia
ambiental definido acima, o ambiente semi-controlado, com maior ruido ambiental, parece ter
acirrado os efeitos da deficiéncia hidrica, enquanto que o ambiente controlado parece ter
reduzido tais efeitos. 1sso € possivel identificar pela proximidade entre o grupo irrigado no
ambiente semi-controlado e o grupo sob deficiéncia hidrica no ambiente controlado (Figura
4).

3.11. Analise sistémica (conectancia global) das respostas fisioldgicas.

Os resultados da analise de redes, considerando apenas as varia¢fes de modulagdo nas
redes fotossintéticas, mostraram algumas diferencas entre as duas espécies na maneira como o

aparato fotossintético se ajusta as variages do ambiente.

Foram observados dois comportamentos distintos em relacdo aos ambientes de
crescimento (tabela 9). Nas condi¢cdes de menor variabilidade ambiental (Ac) os valores de
Cdiota €m G. max foram reduzidos (relaxamento da rede) sob deficiéncia hidrica (54%) e
mantiveram-se estaveis em B. brizantha, no mesmo regime de irrigagdo. No ambiente de
maior varibilidade ambiental (Asc) 0s valores de Cgiqar aumentaram em resposta a deficiéncia
hidrica em ambas as espécies (18,5% em G. max e 31,5% em B. brizantha). J& os valores de z
que ligam os mddulos da rede de trocas gasosas e rede fotoquimica (definido por ETR-Aqux.)
diminuiram quando ambas as espécies foram submetidas a deficiéncia hidrica no Ac (18% em
G. max e 15% em B. brizantha), enquanto que no ambiente Asc 0s valores aumentaram em
resposta a deficiéncia hidrica para as duas espécies (14% em G.max e o triplo em B.
brizantha).
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Tabela 9: Valores de conectancia global (Cgia) das redes fotossintéticas Cgr: (fotoquimica) e Cgge (trocas
gasosas), e a relacdo entre o modulo fotoquimico e de trocas gasosas dada pela relacdo ETR-A, de plantas de
G. max e B. brizantha nos dois ambientes de crescimento (Ac e Asc).

Ac Asc
G. max B. brizantha G. max B. brizantha
100%  30% 100% 30% 100% 30% 100%  30%
C0fot 4,31 2,49 2,27 3,04 4,09 5,07 2,91 3,04
Cdce 2,61 0,80 2,57 2,28 1,28 1,42 0,90 1,92
COtotal 35 1,6 2,4 2,6 2,7 3,2 19 2,5
ETR-Anme 091 0,74 0,98 0,83 0,85 0,97 0,31 0,93

4. DISCUSSAO

O nivel de severidade da deficiéncia hidrica (30% de reposicdo de agua
evapontranspirada) foi suficiente pra reduzir os valores de CRA nos dois ambientes, sobretudo
em plantas de G. max do Asc (tabela 2). Por outro lado, apesar de provocarmos um estresse
consideravel nas plantas, a ponto de afetar seu metabolismo e crescimento, a espécie C3
apresentou uma tendéncia de manutencdo do seu balanco hidrico no ambiente com menor
variabilidade (Ac). Além disso, 0 extravazamento de membrana por unidade de massa seca
(EMwms) apresentou uma constancia quando as plantas de G. max sob deficiéncia hidrica foram
mantidas no Ac, enquanto que as plantas de B. brizantha no mesmo ambiente foram
significativamente mais afetadas na mesma condicdo de irrigacdo. A desidratacdo profunda
pode induzir alteracbes conformacionais na estrutura das membranas a nivel biofisico,
todavia, podem ser reversiveis logo que as condigoes ambientais se tornem mais favoraveis
(Matos et al, 2010; Leshem, 1992). Assim, danos na estrutura das membranas dos tilacoides,
podem induzir mudancas no aparato fotoquimico que dificultam os processos fotossintéticos
(Matos et al, 2010; Kaiser, 1987), como pode ser observado em plantas de B. brinzantha, que
sob deficiéncia hidrica reduziu a taxa de transporte de elétrons (ETR) ao passo que 0 EMys
aumentou. Contrariamente, a manutencdo do ETR (tablela 3) na espécie C3 sob deficiéncia
hidrica pode ser justificada pela maior manutencdo da integridade das membranas celulares.
Assim, embora o estado hidrico (CRA) em G. max fosse reduzido sob deficiéncia hidrica,
provavelmente ndo foi severo a ponto de desestruturar as biomembranas, particularmente os

tilacoides.

Ao considerarmos a variabilidade ambiental, o fato de encontrarmos valores

superiores de EMys quando as plantas de B. brizantha foram mantidas em Ac sugere que a
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energia excedente do aparato fotoquimico também estava sendo destinada para a producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO), uma vez que esses compostos apresentam o potencial de
causar danos oxidativos ao reagir com biomoléculas (Smirnoff, 2005). Portanto, os danos na
membrana das espécies estudadas possivelmente foram provocados por dois fatores: reducdo
do CRA que desestrutura as biomembranas de formacdo fosfolipidica (Chandler e Bartels,
1999; Larcher, 2000) especialmente em G. max, e pelo excesso de elétrons que formam as
ERO (Blokhina et al., 2003) em plantas de B. brizantha, embora devemos considerar que
essas causas podem ocorrer de forma independente em cada espécie. Além disso, ambas as
espécies tenderam a aumentar o dreno alternativo de elétrons (DAE) quando foram
submetidas a deficiéncia hidrica. Normalmente, quando a fixacdo do carbono é limitada
alguns elétrons produzidos pelo processo fotoquimico sdo direcionados para drenos, atuando
como uma rota de escape para 0 excesso da energia do aparato fotogquimico, e entdo
protegendo as plantas de ERO (Ribeiro et al., 2003; Laisk et al., 1998; Loreto et al, 1995 e
1994). Segundo Lawlor e Cornic (2002), as principais rotas que compde o DAE sdo: a
fotorrespiracdo, reacdo de Mehler e metabolismo de nitrato e sulfato. Portanto, ao observar os
efeitos causados pelos diferentes ambientes, sugerimos que a manutencdo do DAE nas plantas
de G. max mantidas no Asc foi constituida principalmente pela fotorrespiragdo (Fg), uma vez
que esse parametro aumentou significativamente no mesmo ambiente (tabela 5). Por outro
lado, apesar dos valores do DAE tenderem a aumentar em plantas de B. brizantha sob
deficiéncia hidrica no Ac, poderiamos supor que os drenos alternativos ndo foram suficientes

para a manutencédo dos niveis de EMys (tabela 2).

Conforme a literatura (Silva et al., 2006; Godde, 1999; Chaves e Oliveira, 2004) seria
esperado que houvesse uma reducdo dos parametros de fluorescéncia quando as plantas
fossem sujeitas ao estresse, inativando o PSII e a cadeia de transporte de elétrons, interferindo
assim na fotossintese. Apesar da reducdo no ETR em B. brizantha, os resultados de eficiéncia
quantica potencial (F./F) e efetiva (4F/Fn") do FSII e coeficiente de extin¢do fotoquimico
(gP) e nédo fotoquimico (NPQ) amostrados no ponto de saturacdo a luz de ambas as espécies,
sugerem que o periodo de estresse foi longo o bastante pra iniciar um processo de
aclimatacdo. Flexas et al. (2006) relatam que em muitos trabalhos as respostas fotossintéticas
ao estresse hidrico, provém de plantas com periodos relativamente curtos de experimento,
obtendo-se parametros de resposta imediata. Contudo, em condi¢des naturais, 0 estresse
hidrico se desenvolve gradualmente, de semanas a meses, podendo ocorrer um processo de

aclimatacdo nesse periodo. Plantas aclimatadas podem melhorar suas relagdes hidricas e
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fotossintese em relacdo as plantas ndo-aclimatadas, que podem levar a menores decréscimos
do ganho de carbono e crescimento. Portanto, embora fosse observado um aumento nos danos
de membrana (tabela 3), a reducdo no ETR em plantas de B. brizantha sobre deficiéncia
hidrica provavelmente ocorreu pela menor quantidade de energia utilizada no ponto de
saturacdo da fotossintese (Psu) (tabela 5), e ndo por danos no aparato fotoquimico. Os
resultados observados da recuperagdo da capacidade fotossintética apos a reidratacdo (figura

3) reforgam essa hipotese de aclimatacéo.

Quando a disponibilidade hidrica é baixa e a planta é forcada a operar com uma baixa
condutancia estomatica (diminuindo o uso de agua), o decréscimo na fotossintese pode
aumentar o teor de nitrogénio foliar (Chapin, 1987). Cheng e Fuchigami (2000) evidenciaram
a relacdo entre o estado de ativacdo da Rubisco e o nitrogénio foliar. Aproximadamente 75%
do nitrogénio foliar em plantas C3 sdo encontrados nos cloroplastos, e a maior parte dela é
investida somente na Rubisco (Fredeen et al., 1991; Dordas e Sioulas, 2008). Ao considerar
que a Rubisco gera custos em termos de investimento de nitrogénio (N), os recursos de N
podem ser desperdicados se o teor de Rubisco for maior que a quantidade necessaria utilizada
(Cheng and Fuchigami, 2000). Visto que o decréscimo na condutancia estomatica em plantas
de G. max sob restricdo hidrica pode reduzir a fotossintese liquida, a utilizacdo de triose
fosfato e, consequentemente, a regeneragdo da RuBP, o estado de ativacdo da Rubisco
diminui (Galmés et al. 2011), bem como foi observado nos valores da velocidade méxima de
carboxilacdo da Rubisco (Vemax) que reduziram em plantas sob deficiéncia hidrica do Asc.
Portanto, sugerimos que houve uma alocacdo da quantidade de N disponivel para a producéo
de clorofila, como indicado pelo aumento dos valores de ICC em plantas de G. max sob
deficiéncia hidrica. Esse aumento nos valores de indice de teor de clorofila (ICC) em plantas

G. max sob deficiéncia hidrica também pode indicar o processo de aclimatacéo.

A fotossintese em resposta a deficiéncia hidrica recebeu muita aten¢do nos ultimos
anos, mas ultimamente muitos autores estdo questionando qual é a limitacdo primaria da
fotossintese: condutancia estomatica ou dano metabélico (Galmés et al., 2007; Chaves, 1991;
Lawlor, 1995; Cornic & Massaci, 1996). Recentemente, estudos generalizaram as respostas
fotossintéticas frente a deficiéncia hidrica (Flexas & Medrano, 2002; Lawlor e Cornic, 2002;
Chaves et al., 2003), e como resultado, existem alguns consensos de que a limitacdo difusiva
predomina sobre a maioria das situacdes de estresse. Por outro lado, alguns estudos baseados
em curva A/Ci sugerem que tanto a capacidade de regeneracdo da ribulose-1,5-bifostato
(RuBP) como a atividade e teor da Rubisco reduzem significativamente sob deficiéncia
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hidrica (Bota et al., 2004; Martin e Ruiz-Torres,1992; Escalona et al., 1999; Lal e Edwards,
1996). Nossos resultados indicaram que a reducdo de Anaxcoz €m plantas de B. brizantha sob
deficiéncia hidrica do Asc pode ter ocorrido pela atuagdo sinérgica de alguns fatores, como a
reducdo da cadeia transportadora de elétrons (ETR) e da velocidade de carboxilagcdo da
Rubisco (Vemax), € 0 aumento da limitacdo estomatica relativa para fotossintese (Ls), enquanto
que em plantas do Ac, a manutencdo de V¢max pode ter proporcionado um maior controle
Amaxcoz, mesmo quando a Ls dobrou. Ja 0 Amaxcoz das plantas de G. max sob deficiéncia
hidrica decairam principalmente pela queda do Vi, apesar dos dados no Ac terem
apresentado apenas uma tendéncia de reducdo. De acordo com Galmés et al. (2011), sob
deficiéncia hidrica os efeitos na atividade da Rubisco sdo muito mais correlacionados com
mudancas na condutancia estomatica do que com mudancas no contetdo relativo de agua.
Porém, como o efeito direto da condutancia estomatica é um tanto improvavel, eles sugerem
que o efeito € mediado pela indisponibilidade de CO,, que foi induzido pela menor
condutancia estomatica e do mesofilo. Contudo, sugerimos que a queda no V¢max €ncontrado
em G. max pode estar relacionada a concentracdo de inibidores de forte ligacdo induzidos pela
deficiéncia hidrica (Roy & Andrew, 2000; Parry et al., 2002). Observamos também que a
queda no Amaxcoe das duas espécies foi muito maior quando as plantas foram mantidas em
Asc, bem como 0 Vemx ASSIM, poderiamos considerar que o ambiente com maior
variabilidade (Asc) causou maiores danos bioquimicos, provavelmente em virtude de efeitos

sinergeticos entre grandes variacGes de temperatura e luz com a deficiéncia hidrica.

Quando uma planta é susceptivel a indisponibilidade hidrica, a reducdo na condutancia
estomatica (gs) € necessaria a fim reduzir a perda e agua por transpiracdo (E), ao passo que
também impede a difusdo do carbono até o sitio de carboxilagdo ocasionando decréscimos
significativos na capacidade fotossintética e acréscimos na eficiéncia intrinseca do uso de
agua (Eiua) (Yu et al., 2004), como pode ser observado a partir dos valores obtidos desse
estudo para as duas espécies (tabela 5). Por outro lado, quando as plantas foram mantidas em
ambiente com maior variabilidade ambiental (Asc), a Eiua em cada espécie foi maior quando
comparada ao ambiente Ac. De acordo com a literatura (Franks et al., 1997; Schulze et al.,
1972) a dindmica estomatica pode ser diretamente sensivel ao déficit de pressdo de vapor,
independente do potencial hidrico da planta. Em termos de controle, isso é reconhecido como
uma resposta de antecipacdo da planta frente as intempéries ambientais (Nobel, 1999).

Portanto, em relagdo ao Ac, 0 Asc poderia conter algum tipo de estresse atmosférico capaz de
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provocar respostas mais efetivas das plantas frente as variacdes ambientais (Chamont et al.,

1995), como sugerido pelo alto coeficiente de variagdo de UR (tabela 1).

A fotossintese em plantas C3 e C4 compartilham muito dos processos fotossintéticos
fundamentais tais como o ciclo C3, o complexo coletor de luz e componentes de transporte de
elétrons. Por isso, as duas rotas fotossintéticas podem demonstrar, na maioria das vezes,
respostas similares a disponibilidade hidrica. Contudo existem diferencas significativas entre
os dois tipos fotossintéticos, que fazem com que suas respostas ao estresse hidrico difiram em
varios niveis (Ghannoum, 2009). Os dados obtidos do nosso trabalho confirmam a reducéao de
Amax. ap0s 0 periodo de deficit hidrico, no entanto podem ser apontadas diferentes causas para
essa reducdo. Apesar de Silva et al. (2004) sugerir que a limitagdo estomatica € mais
importante do que a nao-estomatica para reduzir a fotossintese, os dados em B. brizantha
indicaram que Amax. reduziu principalmente pela queda do ETR e da eficiéncia quantica
aparente (EQA), mais uma vez indicando um possivel dano bioquimico. Outro dado que
corrobora com essa hipotese é a queda da velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco
(Vemax) NO Asc (tabela 4), que acompanha de forma similar o decréscimo do EQA (tabela 5)
em plantas de B. brizantha sob deficiéncia hidrica, enquanto que no Ac, embora 0 Vgmax fOSSe

estavel sob deficiéncia hidrica, a redugdo de EQA decaiu de forma significativa.

Em plantas de G. max, o decréscimo de Ama possivelmente ocorreu por limitagdo
estomatica, visto que os valores de gs e C; reduziram sob deficiéncia hidrica (reducdes de 41%
e 24% de C; em Ac e Asc, respectivamente. Dados ndo mostrados), ao passo que a Eiua
aumentou, principalmente no Ac. Notavelmente, a capacidade fotossintética também pode ter
sido influenciada por um decréscimo na regeneracdo da RuBP (Bota et al., 2004) e atividade
da Rubisco (indicado por Vemax). Segundo Parry et al. (2002), a atividade da Rubisco em
plantas de tabaco apresentou uma baixa correlagdo com o CRA, sugerindo uma limitacao
causada por danos irreversiveis da Rubisco. Assim, os autores sugerem que em baixo CRA, a
presenca de fatores de inibi¢do de forte ligacdo podem estar relacionados a protecdo contra a
degradacdo proteolitica da Rubisco. Porém, a remocao desses inibidores é dependente da
hidrélise de ATP (Salvucci, 1989; Portis, 1995) e quando as plantas estdo sob deficiéncia
hidrica a producéo de ATP geralmente é comprometida (Lawlor, 1995; Tezara et al., 1995).
Além disso, a Rubisco ativase é susceptivel a altas temperaturas (Crafts-Brandner e Savucci,
2000) que na maioria das vezes esta associado com o estresse hidrico, sobretudo no Asc que

apresentou altas variagdes de temperatura.
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Outro dado que corrobora a hipdtese de limitacdo bioquimica nas plantas C3, é a
reducdo da fotorrespiracdo (Fg). Segundo Ghannoum (2009), se o estresse hidrico reduz a
atividade da Rubisco de forma independente de C;, tanto as reagOes de carboxilagéo e de
oxigenacdo da Rubisco sdo reduzidas em iguais proporcdes. A Fg de plantas C4 é considerada
insignificante devido a alta afinidade do CO, com a enzima PEP-case. No entanto,
observamos que quando B. brizantha foi submetida a deficiéncia hidrica em Ac, a Fgr
apresentou um leve acréscimo. Carmo-Silva et al. (2008) observaram que em espécies de
gramineas C4 a fotorrespiracao foi ligeiramente alta em plantas bem irrigadas e de estresse
moderado, mas quando submetidos a uma deficiéncia mais severa a fotorrespiragdo diminuiu
tanto quanto a fotossintese. Assim, podemos supor que a o grau de deficiéncia hidrica foi
moderado para a espécie C4, e que os danos bioguimicos foram amenizados pelo Ac,

permitindo a sua manutencado ao longo do periodo de deficiéncia hidrica.

De acordo com Atkin & Macherel (2009), a deficiéncia hidrica induz mudancas no fluxo
respiratério podendo refletir mudangas na atividade maxima de enzimas da respiracéo,
mudancas no suprimento de substrato (devido a reducdo das taxas de fixacdo de carbono e
subsequente producdo de acucar) e/ou demanda para ATP (associado ao crescimento,
manutencdo celular e transporte de ions). Ainda segundo os autores, de forma geral, o fator
mais importante para o balanco de carbono se tornar desfavorével em plantas com deficiéncia
hidrica, é a fotossintese. Assim, a reducdo nos valores de Ry foi proporcional as reducdes de
Amax. (tabela 5), quando as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica em Ac, sugerindo
que tanto a capacidade de consumo de CO, como de assimilacdo foram afetados pela
deficiéncia hidrica. Por outro lado, poderiamos supor que as plantas de G. max que foram
mantidas em Asc apresentaram uma manutencao no gasto energético (Ry), a fim de reparar os
danos causados pela maior variabilidade ambiental. Outro dado que corrobora essa hipétese é

0 EMus que apresentou valores muito maiores no mesmo ambiente.

Como era esperado, a quantidade de biomassa (MSy) reduziu em ambas as espécies sobre
deficiéncia hidrica (Chaves e Oliveira, 2004; Flexas et al., 2006). Desta forma, poderiamos
supor que o nivel e o tempo do regime de irrigacdo foi suficiente para provocar redugdes no
acumulo de biomassa, sendo que esses efeitos ocorrem devido as limitagdes em varios niveis
da planta. Assim, segundo Chaves et al. (2002), dependendo da duracdo e intensidade da
restricdo hidrica, a alocacao de fotoassimilados para diferentes partes da planta (como caule e
raiz) pode garantir a sobrevivéncia em ambientes estressantes. Por outro lado, de acordo

Muller et al. (2011), quando as plantas sdo submetidas a deficiéncia hidrica moderada ou
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severa, a taxa de alongamento radicular pode ser reduzida enquanto o teor de carboidrato
também diminui. Isso significa que o acumulo de fotoassimilados depende do quanto a taxa
de crescimento radicular (consequentemente utilizacdo de carbono) € maior do que o influxo
de carbono. Os dados da relacdo PA/R em G. max indicam que houve um maior investimento
de fotoassimilados na parte aérea, quando as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica.
Por outro lado, se considerarmos que plantas sob estresse apresentam um maior custo
energetico para a manutengdo de danos (manutencdo de Ry), sugerimos que na verdade houve

um consumo de reservas estocadas na raiz.

Além dos danos provocados pela deficiéncia hidrica, observamos que ambas as
espeécies foram favorecidas no acimulo de biomassa total quando mantidas em Ac. Porém, a
G. max ndo apresentou a mesma eficiéncia no indice de area foliar (AF) e, além disso, 0s
dados de Anaxa foram significativamente menores quando foram mantidas no ambiente com
menor variabilidade. Portanto, embora a capacidade fotossintética nas plantas de metabolismo
C3 fosse menor em Ac, os resultados evidenciam diferentes estratégias de desenvolvimento
para o melhor aproveitamento de luz, demonstrando capacidade de aclimatacdo a ambientes
com diferentes padrdes de disponibilidade de luz (Souza et al. 2009b) Assim, as plantas de G.
max crescidas no ambiente com fornecimento de luz homogéneo de média irradiancia (600
umol fétons m™?s™) podem ter desenvolvido folhas capazes de reduzir o auto-sombreamento,
aproveitando melhor a luz, enquanto que as plantas do Asc tenderam aumentar a AF, gerando
maior auto-sombreamento, e assim evitando os picos de irradiancia incidente excessiva em
alguns periodos do dia (Larcher 2000, Souza et al. 2009b).

Os resultados de estabilidade do desenvolvimento das plantas de indicaram que,
embora 0 Ac proporcionasse melhores condicdes de crescimento para as duas espécies, a
distribuicdo de fotoassimilados ocorreu de forma desigual. Assim, os resultados evidenciaram
que as folhas de G. max crescidas em Ac foram menos simétricas e, portanto, tiveram um
desenvolvimento menos estavel (Freeman et al. 1993), do que as plantas de B. brizantha no
mesmo ambiente. Essa instabilidade pode ter ocorrido devido as menores variagdes do Ac em
relacdo ao Asc, pois a medida que a menor variabilidade ambiental favoreceu o ganho de
fotoassimilados, a distribuicdo de biomassa entre as porcdes da folha pode néo ter
acompanhado a dindmica de crescimento das espécies estudadas. A simetria, mais
especificamente a assimetria flutuante, € amplamente usada em estudos sobre instabilidade do
desenvolvimento (Graham et al. 1993). Isso acontece porque ela € resultado de processos

internos do individuo, como fisiologia e metabolismo, além de também ser programada pelo
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material genético. Portanto, a simetria revela, num nivel individual, aspectos da qualidade

genética e fenotipica do organismo (Mgller & Swaddlle 1997).

Para Galmés et al. (2007), estudos que envolvem recuperacdo tem recebido pouca
atencdo. Geralmente, a recuperacdo da fotossintese, depois de um periodo de estresse hidrico
moderado, é muito rapida (um dia apos a reidratacéo) e quase completa (Flexas et al., 2006).
Em contraste, depois de um periodo de estresse severo, a recuperacdo da fotossintese €
progressiva e lenta (durando de dias a semanas) e algumas vezes incompleta (de Souza et al.,
2004c; Miyashita et al., 2005; Flexas et. al., 2006). Neste ultimo caso, seria interessante
conhecer quais sdo os fatores limitantes da recuperacdo. A recuperacdo da fotossintese
depende de trés fatores limitantes: condutancia estomatica, condutancia do mesofilo e fatores
bioquimicos. Nesse contexto, nossos resultados de recuperacdo fotossintética sugerem que a
restricdo hidrica foi moderada independente da condi¢cdo ambiental em que foi mantida,
todavia, embora 0 Ac tenha proporcionado melhores condigbes de desenvolvimento em
ambas as espécies, os efeitos a longo prazo da deficiéncia hidrica na producdo de biomassa
foram significativos e similares, impondo reduc6es superiores a 50 %. Além disso, o impacto
de uma deficiéncia hidrica deve considerar ndo somente a intensidade da restricdo hidrica
(moderada ou severa) mas, igualmente, deve levar em conta o tempo em que as plantas
ficaram sujeitas a essa condi¢do limitante bem como a interagdo e os danos causados por

outros fatores ambientais.

Como observado no grafico de ordenacdo (PCA) na figura 4, o efeito da deficiéncia
hidrica foi proporcional entre as espécies. Assim, os diferentes tratamentos de reposicdo de
agua provocaram a formacédo de dois grupos em G. max, o primeiro das plantas com déficit
hidrico (G1) e o segundo das plantas bem irrigadas (G2) independente do ambiente de
crescimento. Dessa forma, a variabilidade ambiental foi indiferente para a formacdo desses
grupos. Por outro lado, observamos a formacgédo de 3 grupos em B. brizantha: plantas com
déficit hidrico em Asc (G3), plantas bem irrigadas em Ac (G5) e o ultimo grupo de plantas
com déficit hidrico em Ac e plantas bem irrigadas em Asc (G4). Os diferentes tratamentos
hidricos foram suficientes para agrupar o G3 no lado esquerdo do grafico e G5 no extremo do
lado direito. No entanto a formacdo do grupo G4 (localizado entre G3 e G5) indica que as
diferentes condigdes ambientais (controlado e semi-controlado) foram suficientes para

explicar a ordenacdo dos dados no grafico.

Contudo, apesar de existir uma leve tendéncia de separacdo do grupo G4, esses dados
poderiam indicar que os efeitos da deficiéncia hidrica nas plantas de B. brizantha em Ac
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foram amenizados devido a menor variabilidade ambiental, e poderiam ser equiparadas as

plantas bem irrigadas mantidas em condic¢des de maior variabilidade ambiental.

4.1. Analise de conectancia global

As variacdes observadas na modulacdo das redes das plantas sob deficiéncia hidrica
nos dois ambientes ndo corresponde claramente a um padrdo de resposta fisiolégica comum as
duas espécies (tabela 9). Por exemplo, as diferentes alteracdes em Cg nas duas espécies nao
produziram mudancas nas reducdes da biomassa total, que foram as mesmas para G. max
(72%) e B. brizantha (66%) nos dois ambientes de crescimento. As variagdes na capacidade
fotossintética das plantas (Amax.) também foram fracamente correlacionadas as alteracdes na
Cg. Isso sugere que as mudancas nos padrées de modulacdo das redes fotossintéticas foram
insuficientes para manter a homeostase das plantas nas condi¢fes testadas, ou mesmo
favorecer uma maior condicdo para aclimatacdo. Esses resultados divergem
significativamente do que foi observado por Sato et al. (2010) em plantas de cana-de-agUcar,
onde aumentos nos valores de Cg das redes fotossintéticas contribuiram para a manutencéao da

homeostase das plantas sob deficiéncia hidrica severa.

Por outro lado, o nivel de acoplamento entre os modulos fotoquimico e de trocas
gasosas, representado pela relagéo entre ETR-Amax., apresentou um padrdo de resposta entre
as espécies em cada ambiente. No ambiente com menor variabilidade ambiental (Ac) essa
relacdo foi reduzida nas plantas sob deficiéncia hidrica em cerca de 16%, enquanto que no
Asc (com maior variabilidade ambiental) houve uma tendéncia de aumento de conex&o entre
0s mddulos nas plantas do mesmo regime de irrigacdo. Esse aumento foi particularmente
expressivo em B. brizantha, indicando um maior acoplamento entre o aparato fotoquimico e

bioquimico em um ambiente mais variavel, como observado por Souza et al. (2009a).

As analises de redes realizadas considerando os parametros de crescimento (dados nao
mostrados) ndo indicaram nenhum padrdo de resposta que fosse coerente com as respostas
ecofisioldgicas observadas. Como argumentado acima, de fato, parece que a analise de
conectancia global (Cg) é mais apropriada para explicar as causas sistémicas da manutencdo
da homeostase, isso é, quando ndo ocorrem respostas significativas da planta as mudancas
ambientais, do que fornecer uma base explicativa causal para a perda da homeostase. Ao
contrario, a aplicacdo da analise de Cg aos nossos dados atuais parece indicar uma possivel

correspondéncia entre a falta de padrdo na modulagéo das redes e a quebra da homeostase do
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sistema. Todavia, isso merece mais investigacao a partir de novos resultados experimentais ou

meta-analise.

5. Consideragdes finais

De forma geral, apesar das duas espécies serem de metabolismos fotossintéticos
diferentes, ndo apresentaram diferencas claras nas suas respostas a todas as condigdes
testadas, mostrando desempenhos fisiologicos similares, perdendo sua homeostase. A
plasticidade fenotipica de ambas as espécies foi relativamente similar, considerando 0s

parametros avaliados.

As diferencas entre os resultados das analises de conectancia global (Cg) indicam que
0 padrdo de modulacdo das redes fisioldgicas em resposta a deficiéncia hidrica pode ser
espécie-especifico e dependente da condicdo de crescimento (variacdo do ruido ambiental),
diferentemente do que foi sugerido por Souza et al. (2009a) em um estudo com espécies
arbéreas de diferentes grupos da sucessdo florestal crescendo em ambientes distintos.
Entretanto, no Asc, as respostas de modulacdo das redes testadas foram de acordo com a
previsdo do modelo geral de modulacdo de redes sugerido por Souza et al. (2004a) e
confirmado em trabalhos posteriores (Souza et al., 2005a, 2005b; Camargo-Bartolin et al.,
2008; Souza et al., 2009a; Sato et al. 2010), onde valores de Cg tendem a ser mais altos em

ambientes limitantes.
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ANEXO

A complexidade ambiental afeta o desempenho fisioldgico de Glycine max em condicdes
de deficéncia hidrica.
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,RESUMO

Os impactos causados por um determinado tipo de perturbacdo ambiental no desempenho da
planta resultam das interacdes entre a planta e os diversos fatores ambientais. Porém, uma
grande quantidade de estudos desenvolvidos sobre estresses abidticos sdo realizados sob
condicdes controladas em laboratério e ndo reflete a complexidade dos eventos que ocorrem
em ambientes naturais. O objetivo desse estudo foi caracterizar as respostas fisiologicas de
Glycine max submetida a deficiéncia hidrica em ambientes com maior (ambiente semi-
controlado — Asc) e menor (ambiente controlado — Ac) variabilidade ambiental. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo (Asc) e camara de crescimento (Ac) sob dois regimes
de reposicdo de agua evapontranspirada (100% e 30% de reposicdo) por 30 dias. A
variabilidade ambiental foi monitorada diariamente por sensores de coleta automatica de
temperatura, umidade e irradiancia e as respostas fisiologicas das espécies foram analisadas
por trocas gasosas foliares, fluorescéncia da clorofila a e pardmetros de crescimento. De
forma geral, a deficiéncia hidrica provocou reducdes significativas nos parametros
fisiolégicos avaliados. A maior variabilidade ambiental do Asc causou danos mais extensivos
as biomembranas, independente do regime de irrigacdo quando comparado ao Ac, 0 que
provavelmente deve ter aumentado o custo energético de manutencdo e reparo. A menor
variabilidade de Ac promoveu uma maior eficiéncia de produgéo de biomassa total em ambos
0s regimes de irrigacdo, quando comparados ao Asc. Portanto, nossos resultados suportam a
tese que condi¢cdes ambientais mais varidveis podem limitar o crescimento de G. max em

funcdo da maior flutuacdo de recursos, e assim amplificar o efeito da deficiéncia hidrica.
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Introducéo

Plantas em ambientes naturais encontram uma combinacdo de fatores de estresses
decorrentes da variabilidade de diversos recursos ambientais (Chapin, 1991; Sultan et al.,
1997). O impacto causado por um determinado tipo de perturbacdo ambiental no desempenho
da planta € o resultado da interacdo entre a planta e diversos fatores ambientais, funcionando
num sistema controlado de acordo com a informacdo genética e com os estimulos ambientais
(Chaves, 1991). Particularmente a agua tem sido considerada o principal fator que, de forma
isolada ou combinada com outros fatores ambientais, limita a produtividade agricola ao redor
do mundo (Flexas et al, 2009; Murchie et al., 2008; Chaves e Oliveira, 2004). Alguns estudos
que abordam o estresse hidrico tém sido documentados com a combinacdo de um segundo
fator abidtico (Jiang e Huang, 2001; Reynolds-Henne et al., 2010) e de até trés fatores (Wertin
et al. 2010). Esse tipo de estudo, considerando uma maior complexidade ambiental, tem
revelado que determinadas combinacfes de fatores sdo Unicas. Por exemplo, recentemente foi
mostrado que a resposta das plantas a combinacdo de seca e estresse térmico € Unica, e ndo
pode ser diretamente extrapolada a partir de respostas de plantas aos fatores de estresse
aplicados individualmente, sobretudo considerando que 0s mecanismos que conferem a
aclimatacdo dessas plantas & combinacdo de multiplos fatores ambientais ndo sdo bem
conhecidos (Rizhsky et al., 2004; Mittler and Blumwald, 2010; Gonzélez-Cruz and Pastenes,
2012).

Muitos estudos identificaram as respostas fisiologicas das plantas frente a deficiéncia
hidrica (Lawlor and Tezara, 2009; Pinheiro and Chaves, 2011), porém pouco se sabe sobre
como a variabilidade do ambiente em que se da essa deficiéncia hidrica pode influenciar essas
respostas. As interacGes entre 0s eventos de estresses abidticos e a produtividade de uma
cultura sdo talvez os mais criticos para a producédo agricola, e deveriam ser consideradas no
desenvolvimento de espécies transgénicas com um desempenho de campo superior (Mittler
and Blumwald, 2010).

As respostas fisiologicas das plantas a seca e aos outros fatores ambientais sdo
altamente complexas. Essas respostas envolvem o modo como as diferentes partes da planta
interagem entre si e as diferentes escalas de tempo em relacdo ao seu desenvolvimento
(Chaves et al., 2009). A intensidade, a duracéo e a taxa de progressdo dos eventos de estresses

também influenciam as respostas da planta, bem como o estadio de desenvolvimento e a
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sensibilidade da planta aos diferentes fatores ambientais (Pinheiro & Chaves, 2011, Shannon,
1997).

Segundo Mittler (2006) o fato é que uma grande quantidade de estudos desenvolvidos
sobre estresses abidticos sdo realizados sob condi¢fes controladas em laboratério e nédo
refletem as condicdes atuais que ocorrem no campo. Por exemplo, dentro de um determinado
campo pode ocorrer grandes flutuacGes de seca, salinidade, temperaturas extremas e até
mesmo condic¢des anaerdbicas. Como consequéncia, um alto grau de heterogeneidade entre o0s
niveis de estresses que causam impacto em diferentes plantas nesse mesmo campo pode estar
presente. Essa heterogeneidade, por sua vez, pode afetar o desempenho da planta e o seu
rendimento (Mittler and Blumwald, 2010). Com isso pode existir uma lacuna consideravel
entre o conhecimento obtido por estudos em condi¢des controladas e o conhecimento
necessario para o desenvolvimento de culturas que adquirem tolerancia em condicdes de
campo. Essa lacuna pode explicar porque algumas das plantas transgénicas desenvolvidas sob
condigdes controladas, que apresentam uma tolerancia melhorada a uma condigéo de estresse
em particular, falham em mostrar a tolerancia adquirida quando testadas no campo (Mittler,
2006).

A soja (Glycine max L. Merr.) é uma das culturas de maior importancia econémica no
Brasil e no mundo. Todavia, a ocorréncia de adversidades climéticas ainda é um fator de risco
e de insucesso no cultivo de soja. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi caracterizar as
respostas fisiologicas (fotossintese e crescimento) da cultura de soja submetida a deficiéncia
hidrica em ambientes com maior e menor variabilidade ambiental, e com isso avaliar a
influéncia do ruido ambiental (variacfes aleatorias de fatores fisicos do ambiente, que ndo a

falta de agua) sobre as respostas a deficiéncia hidrica.

Materiais e métodos

Plantas de G. max cv. Codetec 202 foram obtidas de sementes germinadas em
condicbes de casa de vegetagdo em vasos contendo 12 kg de solo tipo argissolo
vermelho/amarelo eutréfico de textura arenosa-média e substrato agricola (casca de
amendoim e de pinus triturados e torrados) na proporcao 2:1 em condicGes de capacidade de
campo, e o solo corrigido segundo necessidades apontadas em andlise quimica, corrigido a

saturacao de bases para 60%.
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Os regimes hidricos iniciaram quando as plantas atingiram a fase fenoldgica V4.
Foram duas condicdes de irrigacdo, uma com 100% de reposicdo da agua evapontranspirada e
outra com 30% de reposicdo, durante 30 dias de cultivo, em condic¢des de casa de vegetagéo.
A reposicao de agua foi realizada por método gravimétrico, com pesagem diaria dos vasos. A
cada dia a agua era reposta de acordo com os tratamentos, considerando a variacao de peso do

vaso de um dia para outro em fungéo da evapotranspiragao.

O ambiente com menor amplitude de variacdo (ambiente controlado) foi estabelecido
em camara de crescimento com controle de luz (600 pmol fétons m™ s7), temperatura
dia/noite (30/23 °C), umidade (60%) e fotoperiodo com 16 horas de luz. Enquanto o ambiente
com maior variabilidade (ambiente semi-controlado) foi estabelecido em condicdes de casa de
vegetacdo. As variacbes ambientais do ambiente controlado (Ac) e semi-controlado (Asc)
foram monitoradas diariamente a cada 10 minutos por um sistema HOBO (modelo H08-004-
02, EUA) de coleta automatico de temperatura, luz e umidade. As medidas de todas as
variaveis fisiologicas foram realizadas ap6s 30 dias de cultivo das plantas em cada ambiente

de crescimento e regime de irrigacéo

Os tratamentos foram arranjados de forma inteiramente casualizada no esquema
fatorial 2 x 2, dois regimes de irrigacdo e dois ambientes, totalizando quatro tratamentos. Para
cada tratamento foram realizadas 7 repeti¢Oes (plantas).

Parametros avaliados
1. Conteudo relativo de agua e integridade das biomembranas

O conteldo relativo de agua (CRA) foi utilizado para avaliar o estado hidrico das
plantas. O CRA é uma estimativa direta da porcentagem de agua na folha e é calculado como
(Larcher, 2000)

CRA = (Mf — Ms)/ (Msat — Ms) x 100 (%)

onde Mf corresponde a massa fresca da folha medida imediatamente ap0s a coleta; Msat
corresponde a massa da folha sob saturacdo de &gua, ap6s imersdo durante 12h em &gua
destilada; e Ms corresponde a massa seca obtida apos secagem das folhas em estufa a 60°C

até obtencdo de massa constante.
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A integridade das biomembranas foi avaliada pelo extravazamento de membrana por
unidade de massa seca (EMys) (adaptado de Matos et al., 2010). Dez discos de tecidos
foliares frescos foram coletados de folhas totalmente expandidas e de forma aleatéria em cada
repeticdo de todos os tratamentos. Em seguida os discos, de peso seco conhecido, foram
colocados em um recipiente plastico com 10 mL de &gua deionizada, 0s recipientes com a
solucdo foram tampados e mantidos a temperatura de 25° C por 24 horas. Apos a incubacao, a
condutividade do meio foi determinada (Xi) com o auxilio de um medidor portatil de
condutividade elétrica (LTLutron, modelo CD-4301). Essa técnica permite avaliar a
integridade das membranas celulares visto que quanto menor a condutividade elétrica da
solucdo, menor € a quantidade de eletrélitos que extravasam das membranas indicando seu

grau de integridade.

2. Curvas A/IC;

As curvas A/C; foram realizadas variando-se a concentragdo de CO, ambiente dentro
da camara de amostragem de um analisador de gases por infra-vermelho (Li-6400XTR,
LiCor, EUA) entre 0 e 1500 pumol mol™® (Long e Bernacchi, 2003). As medidas foram
realizadas sob irradiancia de 1200 pmol m™ s™ (definida pela curva A'DFFF) e déficit de
presséo de vapor em torno de 1,5 kPa, mantida com um gerador de ponto de orvalho (modelo
Li-610, Li-Cor) acoplado ao Li-6400XTR; a temperatura da folha foi ajustada para 30 °C. As

curvas foram ajustadas conforme modelo proposto por Monteiro e Prado (2006)

A - ArnaxCOZ (1 _e -C(Ci-PCOmCOZ))'

onde A é a assimilacdo de CO, momentanea, Amaxco2 € 0 potencial fotossintético, e é a
constante de Euler, ¢ ¢ a constante relativa a convexidade da curva, C; concentracao

momentanea de CO,, Pcomco2 € 0 ponto de compensacgado da fotossintese ao CO..

As variaveis derivadas das curvas A/C; analisadas foram: potencial fotossintético
(Amaxcoz); ponto de saturacdo da fotossintese ao CO, (Psaco2), que foi estimada calculando os
valores do eixo X quando A atingiu 90% de Anaxcoz; € limitacdo estomaética relativa da

fotossintese (Ls), calculada segundo Farquhar e Sharkey (1982)
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Ls= [(4-A)/4T*100,

onde 4’ € a assimilagdo de CO, quando C; equivale & concentracdo atmosférica de CO,
(370+10 pmol mol™) e A é a assimilagdo de CO, quando a concentragdo de CO, na cAmara de
amostragem for similar a concentracdo atmosferica. Além disso, a fotorrespiracdo (Fg) € a
velocidade méaxima de carboxilacdo da Rubisco (Vemax) foram calculadas conforme o modelo

proposto para plantas de metabolismo C3 (Sharkey, 1988; Sharkey et al., 2007).

3. Curvas A/DFFF

A fotossintese em plantas pode ser descrita quantitativamente pelas curvas de A'IDFFF
(assimilacdo de CO; por densidade de fluxo de fotons fotossintéticos) que discriminam alguns
pontos: capacidade fotossintética (Amax.); ponto de compensacéo da fotossintese a luz (Pcom.);
ponto de saturagdo da fotossintese a luz (Psr) calculado quando A atinge 90% de Anaxi;
eficiéncia quéantica aparente (EQA), correspondendo ao declive da regido linear inicial da
curva A/DFFF; e respiracdo da folha (Ry) quando o DFFF for igual a 0 pmol m™ s™. Os
valores de concentracdo de CO; intercelular (C;), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo
(E) foram obtidos no ponto de saturacdo da fotossintese a luz para cada regime de irrigacéo e
ambiente de crescimento. A eficiéncia intrinseca do uso de agua (Eiua) foi calculada como a

relacdo entre 0 Amax € @ condutancia estomatica (gs).

Folhas sadias e totalmente expandidas foram submetidas a diferentes intensidades de
DFFF, desde 2000 até 0 umol m™ s™ durante 3 a 6 minutos, dependendo da velocidade de
estabilizacdo das leituras, sendo registradas as leituras ao final de cada etapa. Durante estas
medic¢des, a concentracdo de CO, na camara de amostragem do Li-6400XTR foi mantida em
380 pmol mol™ , a temperatura da folha foi ajustada para 30 °C, e o déficit de pressdo de
vapor mantido em torno de 1,5 kPa com auxilio de um gerador de ponto de orvalho (modelo
Li-610, Li-Cor) acoplado ao Li-6400XTR. A luz para as curvas foi fornecida com uma fonte
de LEDs de emissdo no espectro do vermelho e 10% de azul, acoplada a camara de
amostragem do Li-6400XTR.

As curvas de resposta A/DFFF foram ajustadas de acordo com a equacéo de Prado &
Moraes (1997)

A — Arme (1 —_e -C(DFFF-PCOTT'IL))
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onde A € a assimilacdo de CO, momentanea; Amax. € capacidade fotossintética; DFFF é a
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos momentaneo; e Peom € 0 ponto de compensacao
da fotossintese a luz.

Todas as curvas A/Ci e AIDFFF foram realizadas em sete plantas por tratamento em

cada experimento das 9:00 as 14:00h.

4. Fluorescéncia da clorofila a e indice de contetido de clorofila.

A avaliacdo da atividade fotoquimica, por meio da analise de fluorescéncia da
clorofila a, foi realizada simultaneamente as curvas A/IDFFF com o fluorémetro de luz
modulada (L1-6400-40) acoplado ao Li-6400XTR. Os parametros determinados foram:
eficiéncia quantica potencial (F./Fy) e efetiva (AF/Fy’) do FSII, coeficiente de extin¢do
fotoquimico (gP) e ndo-fotoquimico [NPQ = (Fmn-Fm')/Fm’] da fluorescéncia, e a taxa de
transporte de elétrons (ETR = DFFF * AF/F,,” * 0,5 * 0,84) (Bilger e Bjorkman, 1990). Os
valores de Fn, e F, indicam, respectivamente, as fluorescéncias maxima e variavel,
determinadas ap6s 30 minutos de adaptacdo ao escuro. Fn,” e Fs sdo, respectivamente, as
fluorescéncias méxima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz, e Fy’ representa

a fluorescéncia basal apos a excitagdo do FSII.

O dreno alternativo de elétrons (DAE) foi calculado como a relagéo entre a eficiéncia
quantica efetiva do FSII no ponto de saturacdo da fotossintese a luz (AF/Fy,’) e a eficiéncia

quantica de fixagdo de CO, (¢COy), conforme proposto por Ribeiro et al. (2003):

#CO;, foi calculado de acordo com Edwards & Baker (1993)

A +R
d)COz — ( maxL d)
(PsqrL % 0.84)
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O indice de teor de clorofila (ICC) foi estimado por um medidor de teor de clorofila
(CCM-200 Opti-Sciences, Tyngsboro, Massachusetts, USA) baseado na absorbancia em

comprimento de onda de 660 e 950 nm.

5. Recuperacdo da capacidade fotossintética

Apbs as determinacgdes do estado hidrico das plantas, integridade das biomembranas e
as analises de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a, as plantas que permaneceram em
regime de deficiéncia hidrica foram submetidas a um periodo de reidratacdo por 15 horas
(entre 17:00 h e 9:00 h) para avaliacdo do grau de recuperacdo de Amnax. €m relacéo as plantas
bem irrigadas. Apos as medidas de Anax., as plantas foram retiradas dos vasos e as raizes e as

folhas foram excisadas para as avaliacdes de crescimento.

6. Parametros de crescimento

A érea foliar total (AF) foi medida com um integrador portétil de area foliar (modelo
LI-3000A, Li-Cor, USA), e a massa especifica foliar (MEF) foi obtida pela relacdo entre a
massa seca (MS:) e a AF. Para a quantificacdo da massa seca (g), as folhas (MS:); caules e
peciolos (G. max) e colmos (B. brizantha) (M:); e raizes (MSg) foram armazenados em sacos
de papel, identificadas e mantidas em estufa sob uma temperatura constante de 70 °C até

obtenc¢do de massa constante.

Analise estatistica dos resultados

Para as variaveis ambientais, foram calculados os valores médios e o coeficiente de
variacdo. Os resultados de cada variavel fisiologica para cada espécie foram analisados por
meio de andlise de variancia (two-way ANOVA, p = 0,05), considerando o esquema fatorial

do experimento, e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p = 0,05).
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Resultados
1. Variabilidade dos ambientes

Apesar de as médias de irradiancia diaria (DFFFg,) e da temperatura (T) terem sido
aproximadamente as mesmas nos dois ambientes (tabela 1), o coeficiente de variagédo (CV)
dos fatores ambientais medidos foi consistentemente baixo no ambiente controlado (Ac)
quando comparado ao ambiente semi-controlado (Asc), indicando que a variabilidade
ambiental foi reduzida em Ac. Os valores médios da umidade relativa (UR) foram
relativamente maiores no Asc, apresentando um CV elevado quando comparado ao Ac (tabela
1).

Em Ac a DFFFga ndo apresentou variabilidade, visto que a fonte de luz da camara
fornece iluminacgdo constante ao longo do fotoperiodo. Enquanto isso, o CV da irradiancia ao

longo do dia em Agsc foi de 50%.

Tabela 1: Valores médios e coeficientes de variacdo (CV) das condi¢es ambientais da cAmara de crescimento
(Ac) e da casa de vegetacdo (Asc), onde as espéecies foram cultivadas. Considerando os seguintes pardmetros em
cada periodo do dia: DFFF g, irradiancia diaria (mol fétons m dia™); T, temperatura (°C); UR, umidade relativa
do ar (%).

Variabilidade Ambiental

Ac Asc
DFFFg./ CV T/CV UR/CV DFFFg./ CV T/CV UR/CV
Dia 30,2-0 33-5 40 -14 32,1-50 33-18 50 - 42
Noite - 23-3 70-10 - 23-13 88 -13

2. Estado hidrico das plantas e integridade das biomembranas

Ambas as especies reduziram o CRA quando foram mantidas sob deficiéncia hidrica
(tabela 2), no entanto esse efeito foi maior em Asc que reduziu 32%, enquanto que em Ac a
reducéo foi de 10%. O extravazamento de membrana por unidade de massa seca (EMys) ndo
apresentou variagdes significativas quando as plantas foram submetidas a deficiéncia hidrica.
Por outro lado, os valores de EMys foram significativamente menores quando as plantas

foram mantidas no Ac, independente do regime de irrigacao.
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Tabela 2: Valores médios de extravazamento de membrana por unidade de massa seca (EMys) € conteldo
relativo de agua (CRA) em plantas submetidas a 100% e 30% de reposicdo de dgua evapontranspirada. Letras
mailsculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de agua; e letras minasculas
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os ambientes.

100% 30%
AC Asc AC ASC
EMus Ab Aa Ab Aa
s 0,55 5,19 1,23 5,69
CRA 87,3 92,8 79,352 63,5°°

3. Fluorescéncia da clorofila a

Os dados da analise de fluorescéncia da clorofila a obtidos no ponto de saturacdo da
fotossintese a luz para cada tratamento e ambiente (tabela 3), indicam que as plantas sob
deficiéncia hidrica no Asc aumentaram de forma significativa a eficiéncia quantica efetiva do
PSII (4F/Fy,’) ao passo que o coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico (NPQ) foi reduzido, em
relacdo as plantas bem irrigadas. Por outro lado, os valores dos mesmos pardmetros em
plantas sob deficiéncia hidrica do Ac ndo apresentaram variacdes significativas em relacdo as
plantas bem irrigadas. Além disso, enquanto a taxa de transporte de elétrons (ETR)
permaneceu estavel nas plantas dos dois regimes de irrigacao, o dreno alternativo de elétrons
(DAE) aumentou nas plantas sob deficiéncia hidrica cultivadas nos dois ambientes, sobretudo
em Asc onde os valores de DAE dobraram. Foi observado um aumento no indice de teor de
clorofila (ICC) nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica (tabela 3) em relacdo as plantas
bem irrigadas, embora os valores de ICC das plantas em Ac fossem menores do que 0s

valores observados em Asc, para ambos os regimes de irrigagéo.
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Tabela 3: Valores médios da eficiéncia quantica potencial e efetiva do FSII (F./F,, 4F/F,’, respectivamente),
coeficiente de extincdo fotoquimico e ndo fotoquimico (gqP e NPQ, respectivamente), taxa aparente de transporte
de elétrons (ETR), dreno alternativo de elétrons (DAE), e indice de teor de clorofila (ICC) em plantas submetidas
a 100% e 30% de reposicdo de &gua evapontranspirada. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de &gua; letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05) entre os ambientes.

Fluorescéncia da clorofila a

100% 30%
Ac Asc AC ASC
FJ/Fm 0,731% 0,788" 0,745%  0,817%¢
AF/F,y 0,302" 0,27352 0,388  0,404"
qP 0,657 0,596" 0,830"* 0,760
NPQ 1,65 2,07 1,63 1,70%
(anTmFE ¢ 63,052 89,887 707% 86,78
DAE 14,55 10,752 18,5% 21,870
ICC 10,9%° 16,95 18,87 37,7%
4. Curva AIC;

Nos dados obtidos da curva A/Ci (tabela 4), o potencial fotossintético (Amaxcoz) € O
ponto de saturacdo da fotossintese a0 CO; (Psacop) reduziram quando as plantas foram
submetidas a deficiéncia hidrica nos dois ambientes de crescimento. Entretanto, enquanto a
reducdo de Amaxcoz N0 Ac foi de 39%, em Asc essa reducgdo foi maior que 60%. Além disso,
0s valores de Amaxcoz € Psaico2 foram significativamente maiores quando as plantas foram

mantidas no Ac.
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Tabela 4: Valores médios de taxa do potencial fotossintético (Anaxcoz), pontos de compensacao e saturacdo ao
CO; (Peomco2 € Psatcop, respectivamente), limitagdo estomatica relativa da fotossintese (Ls) em plantas submetidas
a 100% e 30% de reposicdo de &gua evapontranspirada. Letras mailsculas diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de &gua; letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p <
0,05) entre os ambientes.

Curva A/Ci
100% 30%
AC ASC AC ASC
Ammcoz  — 2280%  1868%°  1382%  68%
(umol CO, m<s™)
I:)comCOZ 8 1Aa 7 OAa 7 8Aa 8 8Aa
(IJTTD' ml—l) Ll Ll Hl 1
Psacor 69,7/ 51,2°° 46,25 13,3%
(l.erDl ml—l) 1 1 L] L]
('0-/08) 2335%  27.92% 3046 28,77
cha,%( . 78Aa 84Aa 63Aa 6153
(umol m*s™)

As plantas apresentaram manutencdo na velocidade maxima de carboxilacdo da
Rubisco (Vemax) quando foram submetidas a deficiéncia hidrica no Ac, enquanto que em Asc
apresentaram decréscimos significativos (27%) no mesmo regime de irrigacdo. Por outro lado,
0 ponto de compensacgédo da fotossintese a0 CO; (Pcomcoz) € a limitacdo estomatica relativa da
fotossintese (Ls) ndo apresentaram variacdes significativas quanto ao tipo de irrigacdo e
ambiente de crescimento, embora o Lstendesse a aumentar sob deficiéncia hidrica nas plantas

crescidas no Ac (30%).

5. Curva A/DFFF

De acordo com os dados obtidos no ponto de saturacdo da fotossintese a luz (tabela 5),
as plantas submetidas a deficiéncia hidrica nos dois ambientes apresentaram um aumento na
eficiéncia intrinseca do uso de agua (Eiua), ao passo que reduziram a eficiéncia quéantica
aparente (EQA), condutancia estomatica (gs), concentracdo de CO; intercelular (C;), taxa de
assimilacdo méxima em luz saturante (Amax.), ponto de saturacdo da fotossintese a luz (Psax),

transpiracéo (E), fotorrespiracédo (Fg) €, particularmente em Ac, a respiracdo no escuro (Ry).
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Em geral, comparando-se com Asc, no ambiente com menor variabilidade (Ac) foram
observados valores menores de EQA, Fr Amax., Psai € Eiua e, por outro lado, em Ac foram

observados maiores valores de C; e, somente em plantas bem irrigadas, de gs.

Tabela 5: Valores médios de eficiéncia quantica aparente (EQA), respiracao no escuro (Ry), fotorrespiragdo (Fg),
condutancia estomatica (gs), concentracdo de CO, intercelular (C;), capacidade fotossintética (Amax ), pontos de
compensacdo e saturagdo a luz (Peom. € Py, respectivamente), transpiracéo (E) e eficiéncia intrinseca do uso da
agua (Eiua) em plantas submetidas a 100% e 30% de reposicdo de agua evapontranspirada. Letras maitdsculas
diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de agua; letras minusculas diferentes
indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os ambientes.

Curva AIDFFF
100% 30%
AC ASC AC ASC
EQA 0,049  0,064" 0,035  0,050%
Aa Aa Bb Aa
(umol CO, m?s*) 2,09 2,28 1,05 2,07
FR Ab Aa Bb Ba
(kmol CO, m?s?) 3.25 5,25 2,04 3,40
oSy 0218% 0147 0,084%  0052%
(Sé) 207%% 183" 204 138"
AmaxL Ab Aa Bb Ba
(uml COzmrzsrl) 10’1 17’3 5165 10,98
Poort. 39,24 324%™ 292" 39,6™
(umol fétonm=s™)
Pal . 4836% 6334™ 3156™  496,9™
(umol fétonm“s™)
E Aa Aa Ba Ba
(mmol H,0 m?s?) 3,47 3,45 0,95 1,44
El ua 46,98b 120]083 93]4Ab ]_88,_']_’/'\3

(umol CO,/ mol H,0)

Foi observado que a reidratacdo

propiciou a recuperacdo total da capacidade

fotossintética (Amax.) Nos dois ambientes de crescimento, sobretudo em Ac (158% de

recuperacao) (Figura 3).
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Figura 3: Porcentagem de recuperacdo da capacidade fotossintética (Anax ) de plantas sob deficiéncia hidrica
apo6s um periodo de 14 horas de reidratacdo. A recupera¢do foi estimada em relacdo aos valores de Anpn das
plantas bem irrigadas (100% de reposi¢do hidrica). Colunas cinzas representam a porcentagem de recuperacgao
no Ac, e colunas pretas representam a porcentagem de recuperagao no Asc.

6. Analise de crescimento

A deficiéncia hidrica reduziu a massa seca das plantas como um todo bem como a érea
foliar total e a massa especifica foliar, enquanto foi observado um aumento na relacdo parte

aérea-raiz (tabela 6).

De forma geral, as plantas crescidas em Ac apresentaram um acumulo de biomassa
significativamente maior, quando comparadas as plantas do Asc, de modo que os valores de
MSr das plantas nos dois regimes de irrigagdo em Ac foram o dobro dos observados em Asc.
Por outro lado, os valores de area foliar total (AF) das plantas no Ac foram menores que em

Asc, embora com massa especifica foliar (MEF) em média 5 vezes maior (tabela 6).
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Tabela 6: Valores médios de massa seca da raiz (MSg), massa seca foliar (MS:), massa seca do caule (M),
massa seca total (MSy), relacdo parte aérea raiz (PA/R), area foliar total (AF) e massa especifica foliar (MEF) em
plantas submetidas & 100% e 30% de reposicao de 4gua evapontranspirada. Letras mailsculas diferentes indicam
diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos de &gua; letras minusculas diferentes indicam diferenca
estatistica (p < 0,05) entre os ambientes.

Parametros de crescimento

100% 30%
AC Asc AC ASC

Mo 59,3 21,7M 11,9% 420%™
'\g 59,24 21,6 16,08  75%
M&: 62Aa 29Ab 1333 8Ba
(9
MS; 180% 72A0 418 1988
(9)

PA/R 1,95% 2,4282 2,47% 3,717
AF Ab Aa Bb Ba
o 0,21 0,5 0,08 0,18

M E_F 272Aa 43Ab 19083 41Ab

(gm?

Discussao

Nossos resultados indicaram que embora a deficiéncia hidrica reduzisse a quantidade
de massa seca de forma similar nos dois ambientes de crescimento (cerca de 75%), o
ambiente com menor variabilidade (Ac) favoreceu o crescimento das plantas em relacdo ao
Asc. Os resultados de extravasamento de eletrolitos (tabela 2) mostraram que o ambiente com
maior variabilidade causou danos mais extensivos as biomembranas, independente do regime
de irrigagdo quando comparado ao ambiente com menor variabilidade, o que provavelmente
deve ter aumento o custo energético de manutencéo e reparo, desviando parte significativa do

carbono assimilado, diminuindo a producao de biomassa nesse ambiente.

O nivel de severidade da deficiéncia hidrica (30% de reposicdo de &gua
evapontranspirada) foi suficiente pra reduzir os valores de CRA nos dois ambientes,
principalmente em Asc. Por outro lado, o extravazamento de membrana por unidade de massa
seca (EMws) apresentou uma constancia quando as plantas foram submetidas a deficiéncia
hidrica, embora os valores observados no Asc fossem nitidamente maiores que em Ac,

independentemente do regime de irrigacdo. A desidratacdo pode induzir alteracdes
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conformacionais na estrutura das membranas ao nivel biofisico que, todavia, podem ser
reversiveis logo que as condi¢des ambientais se tornem mais favoraveis (Matos et al, 2010;
Leshem, 1992). Assim, danos na estrutura das membranas dos tilacoides podem induzir
mudancas no aparato fotoquimico, reduzindo a eficiéncia quéntica e o transporte de elétrons
(Sanda et al., 2011; Kaiser, 1987). Contrariamente, em nosso estudo houve manutengdo na
taxa de transporte de elétrons (ETR) das plantas sob deficiéncia hidrica (tabela 3), o que
poderia ser justificado pela manutencdo da integridade das membranas celulares. Assim,
embora o estado hidrico (CRA) fosse reduzido sob deficiéncia hidrica, provavelmente nao foi

severo a ponto de desestruturar as biomembranas, particularmente dos tilacéides.

A manutengdo dos valores de EMys nas plantas sob deficiéncia hidrica dos dois
ambientes também pode ter sido favorecida pelo aumento dos drenos alternativos de elétrons,
como indicado pelo aumento nos valores de DAE das plantas do mesmo regime de irrigacdo
(tabela 3). Segundo Lawlor e Cornic (2002), as principais rotas que compde o DAE sédo: a
fotorrespiragdo, ciclo adgua-agua e metabolismo de nitrato e sulfato. Provavelmente, esse
aumento no DAE foi devido ao ciclo agua-agua (Miyake et al., 2009, 2010; Lawlor & Tezara,
2009), uma vez que os valores de Fr foram reduzidos sob deficiéncia hidrica (tabela 5).
Quando a de-excitacdo ndo radiativa de energia (NPQ) é insuficiente para lidar com o excesso
de energia esses drenos alternativos atuam como uma rota de escape para 0 excesso da energia
proveniente da cadeia de transporte de elétrons da etapa fotoquimica, protegendo as plantas
das espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo compostos que apresentam o potencial de

causar danos oxidativos ao reagir com biomoléculas (Smirnoff, 2005; Blokhina et al., 2003).

A manutencdo dos valores de taxa de transporte de elétrons (ETR), eficiéncia quantica
potencial do FSII (F,/Fp) e coeficiente de extin¢do fotoquimico (gP) sugerem que o periodo
em que as plantas foram submetidas aos regimes de irrigacdo nos dois ambientes de
crescimento foi longo o bastante pra iniciar um processo de aclimatacdo. Flexas et al. (2006)
relatam que em muitos trabalhos os resultados das respostas fotossintéticas ao estresse hidrico
provém de plantas submetidas a periodos relativamente curtos de experimento, obtendo-se
pardmetros de resposta imediata. Contudo, em condi¢Bes naturais, o estresse hidrico se
desenvolve gradualmente, de semanas a meses, podendo ocorrer um processo de aclimatacéo
nesse periodo. Plantas aclimatadas podem melhorar suas relacdes hidricas e fotossintese em
relacdo as plantas nao-aclimatadas, levando a menores decréscimos do ganho de carbono e
crescimento (Flexas et. al., 2006). Os resultados observados da recuperagédo da capacidade
fotossintética apos a reidratagdo (figura 3) reforcam essa hipdtese de aclimatag&o.
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Quando a disponibilidade hidrica é baixa e a planta é forcada a operar com uma baixa
condutancia estomatica (diminuindo o uso de agua), o decréscimo na fotossintese pode
aumentar o teor de nitrogénio foliar (Chapin, 1987). Cheng e Fuchigami (2000) evidenciaram
a relacéo entre o estado de ativacdo da Rubisco e o nitrogénio foliar. Aproximadamente 75%
do nitrogénio foliar em plantas C3 sdo encontrados nos cloroplastos, e a maior parte dela é
investida somente na Rubisco (Fredeen et al., 1991; Dordas and Sioulas, 2008). Ao considerar
gue a Rubisco gera custos em termos de investimento de nitrogénio (N), os recursos de N
podem ser desperdicados se o teor de Rubisco for maior que a quantidade necessaria utilizada
(Cheng and Fuchigami, 2000). Visto que o decréscimo na condutancia estomatica em plantas
sob restricdo hidrica pode reduzir a fotossintese liquida, a utilizacdo de triose fosfato e,
consequentemente, a regeneracdo da RuBP, o estado de ativacdo da Rubisco diminui (Galmés
et al. 2011). Essas consequéncias descritas anteriormente podem ser sugeridas pelo os valores
da velocidade maxima de carboxilagdo da Rubisco (Vemax), que reduziram em plantas sob
deficiéncia hidrica do Asc. Portanto, sugerimos que houve uma alocacéo da quantidade de N
disponivel para a producdo de clorofila, como indicado pelo aumento dos valores de ICC em
plantas sob deficiéncia hidrica. Esse aumento nos valores de indice de teor de clorofila (ICC)
em plantas sob deficiéncia hidrica também pode indicar o processo de aclimatacdo dessa

espécie.

Os resultados obtidos em nosso estudo indicam que a limitacdo da fotossintese das
plantas sob deficiéncia hidrica ocorreu tanto por fatores estomaticos bem como néo-
estomaticos de origem bioquimica. Os valores de potencial fotossintético (Amaxcoz) decairam
principalmente pela queda do Vgmax, indicando uma limitacdo bioquimica, apesar dos dados
em Ac terem apresentado apenas uma tendéncia de reducdo dos valores de Vemax. Além disso,
se 0 estresse hidrico reduz a atividade da Rubisco de forma independente de C;j, tanto as
reacOes de carboxilacdo e de oxigenacdo da Rubisco podem ser reduzidas em iguais
propor¢des (Ghannoum 2009), como indicado pelos valores reduzidos da fotorrespiracédo (Fg)
(tabela 5), suportando a hipotese de limitacdo bioquimica. Adicionalmente, quando uma
planta é susceptivel & indisponibilidade hidrica, a redu¢do na condutancia estomatica (tabela
5) é necessaria a fim reduzir a perda de &gua por transpiracdo (E), ao passo que também
impede a difusdo do carbono até o sitio de carboxilagdo ocasionando decréscimos
significativos na fotossintese liquida (Yu et al., 2003) e acréscimos da eficiéncia intrinseca do
uso de agua (Eiua), como pode ser observado nos valores obtidos de plantas sob deficiéncia
hidrica dos dois ambientes (tabela 5). Assim, a reducdo da conduténcia estomatica (gs) em
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plantas sob deficiéncia hidrica (reductes de 75% e 60% em Ac e Asc, respectivamente) pode

ter contribuido para a reducao da capacidade fotossintética (Amax.)-

Os resultados indicaram que a reducdo nos valores de Ry em plantas sob deficiéncia
hidrica no Ac, foram proporcionais as reducdes de A (tabela 5), sugerindo que tanto a
capacidade de consumo como a de assimilacdo de CO, foram afetados pela falta de agua. De
acordo com Atkin & Macherel (2009), a deficiéncia hidrica induz mudancas no fluxo
respiratério podendo refletir mudancas na atividade maxima de enzimas da respiracéo,
mudancas no suprimento de substrato (devido a reducdo das taxas de fixacdo de carbono e
subsequente producdo de acucar) e/ou demanda para ATP (associado ao crescimento,
manutencdo celular e transporte de ions). Ainda segundo os autores, de forma geral, o fator
mais importante para o balanco de carbono tornar-se desfavoravel em plantas com deficiéncia

hidrica, é a fotossintese.

Por outro lado, alguns estudos relatam que a redugdo nos valores de Fr e Ry em
plantas crescidas com baixa irradincia incidente sdo caracteristicas capazes de reduzir a
perda de carbono sob condicBes desfavoraveis (Souza et al., 2008; Chapin 1987), e assim 0
ganho de carbono fotossintético é usado de forma mais eficiente (Bjérkman, 1981). A reducao
desses parametros em Ac, principalmente em plantas sob deficiéncia hidrica, sugere que a
constancia desse ambiente favoreceu um balango de carbono mais positivo, uma vez que o
MS+ das plantas foi maior nesse ambiente. Enquanto isso, embora os valores médios de
DFFFg, fossem aproximadamente os mesmos nos dois ambientes, 0 aumento da Fgr e Ry nas
plantas do ambiente com maior variabilidade deve ter contribuido para tornar o balanco de
carbono menos favoravel, visto que a amplitude de variacdo da irradiancia incidente foi maior

nesse ambiente, podendo ter propiciado momentos de luz excessiva.

A manutencdo no gasto energético (Ry) das plantas sob deficiéncia hidrica do Asc
indica que o custo energético pode ter sido destinado para a manutencéo e reparo de danos
causados pela maior variabilidade do ambiente. Outro dado que corrobora essa hipotese sdo
os valores de EMysque foram muito maiores em Asc, quando comparados ao Ac. Os maiores
valores de EMys no ambiente com maior variabilidade (Asc) sugerem que houve estresse
oxidativo, de modo que o DAE ndo foi suficiente para garantir a integridade das
biomembranas nesse ambiente. Assim, a maior variabilidade das mudancas aleatérias na
disponibilidade de irradiancia, em sinergia com maiores flutuacfes de temperatura, pode ter
gerado um excesso de energia no aparato fotoquimico, aumentando a producdo ERO e,

consequentemente, 0s maiores danos nas biomembranas em Asc.
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Adicionalmente, o Asc poderia conter algum tipo de estresse atmosférico capaz de
provocar respostas estomaticas mais efetivas das plantas frente as variacdes ambientais
(Chamont et al., 1995), como indicado pela reducdo de gs em plantas bem irrigadas do Asc,
que apresenta maiores amplitudes de variagdo de UR, comparado as plantas irrigadas do Ac
(tabela 1). A literatura evidencia que a dindmica estomatica pode ser diretamente sensivel ao
déficit de pressdo de vapor, independente do potencial hidrico da planta (Franks et al., 1997;
Schulze et al., 1972). Em termos de controle, isso € reconhecido como uma resposta de

antecipacdo da planta frente as intempéries ambientais (Nobel, 1999).

Um resultado importante desse estudo foram as diferencas observadas entre os dados
de respostas fotossintéticas e os de biometria em relacdo ao ambiente com maior (Asc) €
menor (Ac) variabilidade ambiental. Seria esperado que as plantas que tivessem um maior
potencial fotossintético e eficiéncia dos processos fotoquimicos, como observado nas plantas
do Asc, apresentassem maiores valores de MSy, Porém, o acumulo de biomassa foi reduzido
nesse ambiente. Assim, sugerimos que o0s fotoassimilados foram alocados para o0s
mecanismos de manutencdo e reparo, como descrido anteriormente, onde a amplitude de
variacdo da irradiancia, temperatura e umidade provavelmente foram mais estressantes. E,
uma vez que os recursos foram desviados, o acimulo de biomassa foi reduzido frente a
provavel atuagdo sinérgica dos fatores ambientais. Por outro lado, o aumento do potencial
fotossintético e da eficiéncia do aparato fotoquimico das plantas do Asc pode indicar um
processo de aclimatacdo dessa espécie, de modo que as respostas fisiologicas tenderam a
aumentar a eficiéncia bioguimica e fotoquimica a fim de otimizar a producdo dos recursos
requeridos por essas plantas. Chapin et al. (1987) relatam alguns experimentos que
evidenciam as respostas compensatorias & mdaltiplas limitacbes de recursos. Um deles
menciona que as plantas respondem de forma sinérgica a adicdo de multiplos recursos como,
por exemplo, 0 aumento do crescimento em resposta a adi¢ao extra de nutrientes e luz (Peace
and Grubb, 1982). Assim, um ambiente mais constante poderia oferecer maiores subsidios
para o seu crescimento, como pode ser observado nas plantas mantidas no Ac. E, mesmo que
0 potencial fotossintético tenha sido baixo em plantas do Ac, os dados indicaram que grande
parcela dos fotoassimilados deve ter sido direcionada para o acimulo de biomassa, visto que
os danos de membrana, e consequentemente o custo energético foram reduzidos nas plantas

desse ambiente.

Por outro lado, as plantas cultivadas no Ac ndo apresentaram a mesma eficiéncia no

crescimento da area foliar (AF). Considerando que o0s valores de Amax foram
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significativamente menores quando foram mantidas no ambiente com menor variabilidade, os
resultados sugerem diferentes estratégias de desenvolvimento para o melhor aproveitamento
da irradiéncia incidente, demonstrando capacidade de aclimatacdo a ambientes com diferentes
padrdes de disponibilidade de luz (Souza et al. 2009). Assim, as plantas crescidas no ambiente
com fornecimento homogéneo de luz de média irradiancia (600 pmol fétons m™ s™) podem
ter desenvolvido folhas capazes de reduzir o auto-sombreamento, aproveitando melhor a luz,
enquanto que as plantas do Asc tenderam aumentar a AF, gerando maior auto-sombreamento,
e assim evitando os picos de irradiancia incidente excessiva em alguns periodos do dia
(Larcher 2000, Souza et al. 2009).

Resumindo, a deficiéncia hidrica provocou reducdes significativas da quantidade de
biomassa total das plantas de G. max. Porém, o ambiente com menor variabilidade (Ac)
promoveu uma maior eficiéncia de producdo de biomassa total em ambos 0s regimes de
irrigacdo, quando comparados ao Asc, apesar das diferencas observadas na capacidade
fotossintética em cada ambiente. Nossos resultados suportam a tese que condi¢cbes ambientais
mais varidveis podem limitar o crescimento de G. max em funcdo da maior flutuacdo de
recursos, e assim amplificar o efeito da deficiéncia hidrica. Adicionalmente, nossos resultados
evidenciam que a analise do impacto de uma deficiéncia hidrica deve considerar ndo somente
a intensidade da restricdo hidrica (moderada ou severa), mas, igualmente, a interacdo e 0s

efeitos causados pela complexidade ambiental e a planta.
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