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MANTOAN, L.P.B. RECUPERACAO DAS TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA
DA CLOROFILA a EM PLANTAS DE Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer
SUBMETIDAS A ESTRESSE HIDRICO. 2013. 117p. DISSERTACAO (MESTRADO) —
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

RESUMO - O presente estudo objetivou avaliar a capacidade de recuperacdo de Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer apos estresse hidrico em fungdo das variacdes das trocas
gasosas, fluorescéncia da clorofila a e atividade de enzimas antioxidantes. O experimento foi
implantado em blocos casualizados com trés tratamentos (Irrigagdo, Suspensdo de Irrigagdo e
Reidratacdo) e quatro repeticdes de seis plantas por parcela totalizando 24 plantas. Foram
avaliadas as seguintes variaveis: conteudo relativo de agua das folhas (CRA), trocas gasosas
(assimilacdao de CO,, 4; condutancia estomatica, Gs; transpiragcdo, £; concentragdo de carbono
interno, Ci; eficiéncia de uso da 4dgua, A/E e eficiéncia de carboxilagdo, A/Ci), fluorescéncia
da clorofila a (rendimento quantico maximo, Fy/Fy; fluorescéncia méaxima da folha sob
escuro, Fy e fluorescéncia minima da folha sob escuro, F,), enzimas antioxidantes
(superdxido dismutase, SOD, EC. 1.15.1.1 e peroxidase, POD, EC. 1.11.1.7) e peroxidagdo de
lipideos. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade e/ou desvio padrao. Aos 38 Dias Apds o Inicio dos Tratamentos
(DAIT) (dia da reidratacdo), o CRA nas plantas irrigadas apresentou 87% reduzindo para 73%
nas plantas sob suspensao de irrigacdo onde foi verificado assimilagdo de CO, nula. Embora o
CRA das plantas reidratadas tenha se recuperado ao nivel das plantas no inicio dos
tratamentos, as trocas gasosas apresentaram recuperagdo parcial. A atividade das enzimas
SOD e POD tanto de folhas como de raizes apresentou recuperagdo apds a reidratagdo e nao
foram observadas alteragdes no nivel de peroxidacdo de lipideos de folhas e raizes nos trés
tratamentos. Nas analises de fluorescéncia da clorofila @ ndo foram detectados danos ao
fotossistema II e nem alteracdes na eficiéncia do aparato fotoquimico tanto das plantas sob
suspensdo de irrigagdo como nas reidratadas em relagdo as irrigadas. Desta forma, mesmo
com a recuperacdo da atividade da SOD e POD apds reidratagdo e auséncia de peroxidagdo
lipidica, A. emarginata apresentou recuperagdo parcial das trocas gasosas. J4 o aparato
fotoquimico foi tolerante ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Annonaceae, Araticum-de-Terra-Fria, Fotossintese, Reidratagao.



MANTOAN, L.P.B. RECOVERY OF THE GAS EXCHANGE AND CHLOROPHYLL
a FLUORESCENCE IN Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer PLANTS UNDER
WATER STRESS. 2013. 117p. DISSERTATION (MASTER’S DEGREE) — INSTITUTE
OF BIOSCIENCES, UNESP — SAO PAULO STATE UNIVERSITY, BOTUCATU.

ABSTRACT - The present study aimed to evaluate the recoverability of Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer after water stress through changes in the gas exchange, chlorophyll a
fluorescence and antioxidant enzymes activity. The experiment was implanted in a
randomized block design with three treatments (Irrigation, Suspension of Irrigation and
Rehydration) and four replicates of six plants per plot totaling 24 plants. The following
variables were evaluated: relative water content of leaves (RWC), gas exchange (CO;
assimilation, 4; stomatal conductance, Gys; transpiration, £; internal carbon concentration, Ci;
water use efficiency, A/E and carboxylation efficiency, A/Ci), chlorophyll a fluorescence
(maximum quantum yield, Fy/Fy; maximal leaf fluorescence under dark, Fy; minimum leaf
fluorescence under dark, F,), antioxidant enzymes (superoxide dismutase, SOD, EC. 1.15.1.1
and peroxidase, POD, EC. 1.11.1.7) and lipid peroxidation. The data were submitted to
analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5% probability and/or
standard deviation. At 38 Day After Treatments Beginning (DATB) (day of rehydration), the
RWC in irrigated plants showed 87% reducing to 73% in plants under suspension of irrigation
where has been verified null CO; assimilation. Although the RWC of rehydrated plants has
recovered to the level of the plants in the beginning of treatments, gas exchange showed
partial recovery. The activity of SOD and POD of both leaves and roots showed recovery
after rehydration and no changes were observed in the level of lipid peroxidation in leaves and
roots in the three treatments. In the analysis of chlorophyll a fluorescence were not detected
damage in the photosystem II and neither changes in the efficiency of the photochemical
apparatus in both plants under suspension of irrigation and rehydrated in relation to irrigated.
Therefore, even with the recovery of the activity of SOD and POD after rehydration and
absence of lipid peroxidation, 4. emarginata showed partial recovery of gas exchange. But
the photochemical apparatus was tolerant to water stress.

Keywords: Annonaceae, Araticum-de-Terra-Fria, Photosynthesis, Rehydration.



1. INTRODUCAO

A fruticultura ¢ considerada uma das atividades mais dindmicas da economia
brasileira, apresentando evolu¢do continua, ¢ fonte de alimentacdo e geradora de empregos ao
Brasil (IBRAF, 2008). As anondceas englobam um grupo de frutiferas de importancia
econdmica em diversos paises como Chile, México, Venezuela, Australia e Brasil. No Brasil
essa cultura ¢ encontrada de norte a sul do pais. Este interesse pelo cultivo de anonaceas,
especialmente a Annona squamosa L. (pinha) e a Annona squamosa L. x A. cherimolla Mill.
(atemoia) se deve ao alto preco alcancado no mercado de frutas frescas, bem como pela sua
inser¢do no mercado europeu e americano (SOBRINHO, 2010), além da graviola (Annona
muricata 1.) usada para producio de polpa congelada (SAO JOSE, 2003; PINTO et al., 2005;
SCUC, 2006; SCALOPPI JUNIOR, 2007; SCALOPPI JUNIOR; MARTINS, 2013).

A maioria das espécies da familia Annonaceae ¢ considerada subutilizada e as
informacdes sdo escassas e dispersas, todavia, as areas sob producdo tém crescido mais
rapidamente do que a contribuicdo da ciéncia e tecnologia (PINTO et al., 2005). Embora a
cultura das anondceas ndo disponha de um programa institucionalizado de pesquisa e
desenvolvimento, alguns avangos tem sido obtidos com produgao crescente e frutas de melhor
qualidade. No entanto, alguns desafios devem ser enfrentados, como a adaptacdo de espécies
e variedades aos diversos climas como em ambientes secos (SOBRINHO, 2010), além da
necessidade de se encontrar portaenxertos adequados (KAVATI, 2013).

Com a intengdo de se obter pomares de anondceas com alta produtividade muitos
produtores tem optado por métodos vegetativos de propagacdo (BRAGA, 2008). Como
alternativa de portaenxerto para a atemodia, Tokunaga (2000; 2005), Bettiol Neto et al. (2006),
Scaloppi Junior (2007) e Kavati (2013) tem sugerido o emprego da espécie Annona
emarginata (Schltdl.) H. Rainer (Araticum-de-terra-fria). Uma vez usada como portaenxerto
para atemoia tem-se observado maiores indices de sobrevivéncia, comprimento de ramos e
numero de folhas (ALMEIDA, 2009). A espécie 4. emarginata também apresenta tolerancia
as podriddes de raiz e colo, bem como menor atratividade as brocas que atacam o colo das
plantas (TOKUNAGA, 2005; BETTIOL NETO et al., 2006; SCALOPPI JUNIOR, 2007).
Além disso, segundo relatos de Bonaventure (1999) e Tokunaga (2000; 2005) o araticum-de-
terra-fria apresenta tolerancia a solos com falta de dgua. Sendo assim, esta espécie pode ser
uma alternativa adequada de portaenxerto para atemdia em solos nessas condigdes.

Deste modo, considerando-se que a baixa disponibilidade de 4gua é considerada a
mais séria restricdo ambiental para a produg¢do agricola, pesquisas com espécies promissoras €

com o uso mais eficiente da d4gua podem-se tornar a solucdo para o aumento da produtividade



em ambientes onde ocorra a falta de adgua, especialmente em areas do semidrido, como no

nordeste do Brasil (CHAVES et al., 2003; ENDRES, 2007; SINCLAIR et al., 2008).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Annonaceae

A familia Annonaceae Juss. (1789) pertence ao clado das magnoliideas, grupo basal
das Angiospermas, composta por aproximadamente 128 géneros e mais de 2300 espécies
(SOUZA; LORENZI, 2008; APGIII, 2009; JUDD et al., 2009). Annonaceae ¢ de longe a mais
sobressalente dentro da ordem das Magnoliales, as quais se encontram entre as angiospermas
mais primitivas (SCALOPPI JUNIOR, 2007).

De maneira geral, as espécies anonaceas sdo de habito arbdreo, raramente arbustos,
subarbustos ou lianas; folhas alternadas, disticas, simples, sem estipulas, margem inteira e
venacdo peninérvea. Inflorescéncia cimosa, flores usualmente grandes e vistosas, em geral
bissexuadas, diclamideas; célice trimero-tetrdmero, dialissépalo; corola formada por dois
verticilos de trés pétalas e fruto apocérpico ou sincarpico (JOLY, 2002; LOBAO et al., 2005;
JUDD et al., 2009).

A familia possui grande distribui¢do em regides tropicais e subtropicais e muito
caracteristicas de florestas imidas em baixas latitudes (JUDD et al., 2009). A maioria das
espécies de Annonaceae esta nos tropicos, onde crescem em baixas altitudes, cerca de 900
espécies se encontram entre os Neotropicos, 1200 nas areas tropicais da Asia e Australia, mas
o maior numero de géneros ocorre nas Américas (aproximadamente 40 gé€neros), com
predominancia na América do Sul (aproximadamente 35 géneros) e a Africa é o continente
que contém o mais baixo nimero de espécies, aproximadamente 450 (CHATROU, 1999;
MOHD KHALID, 2002; MANICA et al., 2003; PINTO, 2005; TOKUNAGA, 2005). Varios
géneros se encontram na Africa e também Asia, tal o caso de Uvaria e Polyalthia, ambos com
mais de 100 espécies, Xylopia é o unico género da familia que se encontra nas regides
tropicais de todos os continentes, enquanto que Anaxagorea € o Unico género encontrado nos
neotropicos e na Asia tropical (CHATROU, 1999).

No territério brasileiro, estdo registrados 33 géneros e cerca de 250 espécies, com
ocorréncia em praticamente todas as formagdes naturais (SOUZA; LORENZI, 2008). O
grande centro de distribuicdo da familia é, sem duvida, a regido amazdnica, as Guianas € o
sudeste do Brasil, habitando florestas de terra firme, as varzeas, os cerrados e os campos
(MIRALHA, 1995; LOBAO et al., 2005). De acordo com estudos feitos por Mass et al.
(2001) na regido centro-leste do Brasil, verificou-se um total de dezenove géneros e 153
espécies pertencentes a familia Annonaceae, compreendendo o Distrito Federal e os Estados

da Bahia, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Tocantins.



O género Rollinia e Annona possuem as espécies anonaceas mais importantes
comercialmente (PINTO et al, 2005), sendo as espécies pertencentes ao género Rollinia as
que apresentam grande perspectiva de uso como porta-enxerto para outras anonaceas € 0
género Annona agrupa as espécies mais cultivadas, separadas em 5 grupos: “Guanabani’-
grupo das graviolas; “Bilaeflorae” — anonas com ceras; “Acutiflorae” — pétalas afiladas;
“Annonellae” — anonas ands e as “Attae” — anonas comuns, sendo este 0 grupo com mais
espécies cultivas e conhecidas (KAVATI, 1992), entretanto a maioria das espécies dessa
familia é considerada subutilizada e informagdes sobre ela, de certa forma, ¢ escassa e
amplamente dispersa (PINTO, 2005).

Muitas espécies de Annona e Rollinia produzem frutos comestiveis. No entanto, as
bagas de Asimina triloba também sdo comestiveis. As flores de Cananga odorata sdo
utilizadas na perfumaria e os frutos de Monodora myristica sao utilizados como substitutos de
Mpyristica fragrans (nos-moscada: Myristicaceae). Algumas espécies de Annona, Cananga e
Polyalthia sdo cultivadas como plantas ornamentais (JUDD et al., 2009).

As anonaceas englobam um grupo de frutiferas de importancia econdmica em algumas
regides do mundo (CHATROU, 1999; PINTO et al., 2005). Em regides tropicais a espécie
mais cultivada ¢ a Annona squamosa L., popularmente conhecida como fruta-do-conde ou
pinha e a Annona muricata L., conhecida com graviola (KAVATI, 1992; ENCINA et al,,
1999) e nas regides subtropicais destaca-se o cultivo cherimolia (Annona cherimola Mill.) e o
hibrido atemodia (4. cherimola x A. squamosa) e sdo estas quatro espécies com maior
importancia econdmica (MOSCA et al., 2006; SCUC, 2006).

No Brasil apenas as espécies do género Annona sdo cultivadas comercialmente.
Destacam-se deste género as espécies Annona squamosa L. (fruta-do-conde), Annona
cherimola Mill. x A. squamosa L. (atemoia; hibrido interespecifico entre a fruta-do-conde e a
cherimdia), as quais o cultivo visa a producdo de frutos para consumo in natura, pois os frutos
sdo ricos em carboidratos e importantes fontes de sais minerais como célcio e o fosforo e a
espécie Annona muricata L. (graviola), explorada com a finalidade de producdo de polpa
industrializada e suas sementes sdo produtoras de oleos essenciais (MORTON, 1987;
DONADIO, 1997; SAO JOSE, 2003; PINTO et al, 2005; SCUC, 2006; SCALOPPI
JUNIOR, 2007; SCALOPPI JUNIOR; MARTINS 2013).

No Brasil, a producdo de frutas da familia Annonaceae vem aumentando a cada ano,
principalmente com relagdo ao cultivo de atemodia (Annona cherimola Mill. X Annona
squamosa L.), da fruta-do-conde (4dnnona squamosa L.) e da graviola (Annona muricata L.)

(DONADIO, 1997; RIBEIRO et al., 2004; PINTO et al., 2005; SCUC, 2006; SCALOPPI



JUNIOR, 2007). A produgdo nacional de anonaceas concentra-se nas regioes Nordeste e
Sudeste, com predominio na Bahia, seguida de Pernambuco, Rio Grande do Norte e Alagoas,
com a pinha e a graviola, e Sdo Paulo e Minas Gerais, com a atemdia (NOGUEIRA et al,,
2007).

Dados da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP)
mostram que em 2007 a comercializa¢do de atemoia atingiu 1.837.698 caixas. Ja para a pinha
a producdo atingiu quase 3 milhdes de caixas. No caso da graviola, a produgdo atingiu um
montante de 227.897 caixas (SOBRINHO, 2010).

O género Annona possui as espécies mais importantes comercialmente e os produtos
como sucos, sorvetes, licores e geléias apresentam consideravel importancia econdmica.
Informagdes sobre estas espécies sdo consideradas subutilizadas, escassas e amplamente
dispersas. Entretanto, as areas de producdo tém crescido mais rapidamente do que a
contribuicdo da ciéncia e tecnologia (CAUTfN; AGUSTI, 2005; PINTO et al, 2005; SOUZA;
LORENZI, 2008).

Devido a necessidade de se obter pomares homogéneos de anonaceas, com elevada
produtividade e com frutos de qualidade comprovada, os produtores de mudas optam por
métodos vegetativos, como estaquia, mergulhia, enxertia (garfagem ou borbulhia) e
micropropagacdo podem ser utilizados (CAMARGO; KAVATI, 1996; KITAMURA et al,,
2004; LEE et al., 2010; FERREIRA et al., 2013).

A enxertia ¢ um método de propagacdo vegetativa, que consiste na unido de um
vegetal ou parte dele, sobre outra planta que lhe sirva de suporte e fornega dgua e nutrientes
retirados do solo (SAO JOSE, 1997; LEMOS, 2013). Dentre as caracteristicas da enxertia, a
mais vantajosa ¢ a possibilidade de somar aspectos favordveis como vigor, tolerancia a fatores
bidticos e abidticos de uma dada espécie, de diferentes espécies e até mesmo de espécies de
diferentes géneros (HOFFMANN et al., 1996).

Apds observagdes a campo e devido a necessidade de encontrar portaenxertos
adequados para a atemoia, Tokunaga (2005), Bettiol Neto et al. (2006) e Scaloppi Junior
(2007) sugerem que o araticum-de-terra-fria (Annona emarginata) possui tolerancia
satisfatoria a podriddes de raiz e colo causadas por Phytophthora nicotianeae var. parasitica,
Pythium sp. e Rhizoctonia solani e menor atratividade as brocas que atacam o colo das
plantas, além de boa compatibilidade com a atemoéia (BETTIOL NETO et al., 2006).

A espécie conhecida no Brasil como araticum-de-terra-fria (Annona emarginata)
também ¢ conhecida popularmente em outros paises como arachichu ou “fruit of Sky”

(COLOM et al., 2007), e ¢ sinonimia de Rollinia sp. (RAINER, 2007). Apesar de classificada



por Rollinia, ap6s novos trabalhos a espécie passou a ser englobada no género Annona, dai o
nome Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer e ndo Rollinia emarginata, conforme era
anteriormente conhecida (RAINER, 2007). Esta espécie apresenta habito arboreo, de pequeno
a médio porte e pode alcangar de 15 a 18m de altura; possui folhas lisas e lanceoladas; as
flores sdo em forma de hélice, perfumadas, de coloragdo creme, com florescimento
concentrado no més de outubro; folhas de 2,5cm de largura na parte mediana e em média 6cm
de comprimento; o periodo de maturacdo dos frutos se dd na 2* quinzena de fevereiro e os
frutos normalmente possuem 4cm de diametro, 3cm de altura e cerca de 50g, podendo conter
até 43 sementes (JOLY, 2002; TOKUNAGA, 2005; SOUZA; LORENZI, 2008).

Esta espécie ¢ nativa do continente sul-americano, encontrada em paises como
Bolivia, Peru, Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (MAAS et al., 2001; USDA, 2010). No
Brasil o araticum-de-terra-fria € encontrado, com ocorréncia natural, em locais situados
preferencialmente acima de 950m do nivel do mar nas regides sul e sudeste. No Estado de Sao
Paulo ¢ encontrado nos municipios de Cunha, Itapeva, Sdo Bento do Sapucai e Campos do
Jordao. Na regido sul do Estado de Minas Gerais ocorre nos municipios de Sapucai Mirim,
Gongalves, Brasopolis, Ipuiuna, Cambui e Marmelopolis, em areas proximas de corregos.
Encontra-se a espécie em todas as regides do Estado do Parand e em algumas cidades do
Estado de Santa Catarina (Lages, Videira, Joagaba e Ibicaré) e Rio Grande do Sul (Vacarias)
(BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA, 2005; SCALOPPI JUNIOR, 2007).

Entre os fatores ambientais estudados que influenciam o género Annona pode-se
incluir a temperatura (YAMADA et al., 1996; HIGUCHI et al., 1998; OJEDA et al., 2004),
umidade do solo (LEMOS-FILHO, 2000), salinidade (CAVALCANTE et al., 2001) e niveis
de agua no solo (NUNEZ-ELISEA et al., 1999; ENDRES, 2007). E de acordo com Tokunaga
(2000; 2005) a espécie Annona emarginata apresenta tolerancia a solos com falta d’agua,

sendo indicada como alternativa de portanexerto para este tipo de solo.

2.2. Défice e estresse hidrico vegetal

As plantas sdo um componente integral no movimento global da 4gua do solo para a
atmosfera, o qual ¢ referido como “continuum” solo-planta-atmosfera (STEUDLE, 2001). O
estado hidrico da planta ¢ a soma da interacdo de varios fatores atmosféricos, das plantas e do
solo. A disponibilidade de 4gua no solo, a demanda atmosférica (determinada pela umidade,
temperatura e vento), a capacidade da raiz em absorver agua, a capacidade da planta em
transporta-la para as folhas e a resposta do estomato regulando a transpiracdo podem

influenciar o estado hidrico da planta (FEDDES; DAM, 2005; GIMENEZ et al., 2005).



Segundo Gimenez et al. (2005) uma condi¢do hidrica adequada requer que a absor¢ao
de agua pela raiz satisfaca a demanda atmosférica, desta forma quando isto ndo ocorre o
défice hidrico se desenvolve (GIMENEZ et al., 2005). O défice hidrico pode ocorrer por
limitacdo da absor¢do de dgua pelas raizes devido a seca, frio ou solos compactados; por alta
demanda por evaporacdo por conta de baixa umidade relativa, alta temperatura, alta radiacao
ou pela combinagdo da limitacdo da absor¢ao com a demanda por evaporacdo (GIMENEZ et
al., 2005).

O défice hidrico induzido pela falta de dgua no solo pode continuar por dias,
possivelmente por semanas até que ocorra chuva, irrigacdo ou a morte da planta sendo
conhecido como défice hidrico de longa durag¢do, ou permanente. O défice hidrico causado
pela alta demanda atmosférica, deplecdo do meio dia, ocorre mesmo que haja umidade no
solo ou em solu¢do nutritiva. Isto acontece pois a demanda por evaporagdo aumenta a taxa de
transpiracdo excedendo a taxa de absor¢cdo das raizes no periodo do meio dia durando nao
mais do que algumas horas, neste caso o défice ¢ temporario (GIMENEZ et al., 2005).

O termo estresse ¢ muitas vezes usado subjetivamente e com varios significados. A
definicdo fisiologica e termo apropriado para estresse sdo referenciados como respostas a
diferentes situagdes. O estresse ¢ a alteragdo das condigdes fisiologicas causado por fatores
que tendem a alterar o equilibrio (GASPAR et al., 2002; CHAVES et al., 2002; CHAVES et
al., 2003; HU et al., 2006). Desta forma, o estresse hidrico por falta de 4gua se estabelece
quando o estado hidrico da planta ¢ reduzido suficientemente para afetar o seu funcionamento
normal, alterando o crescimento da planta (GIMENEZ et al., 2005).

Existem varias lacunas nas bases de dados relativos a ecofisiologia de frutiferas
tropicais (MIRANDA et al, 2008; OKUMURA et al, 2008), principalmente quando
consideramos fatores ambientais, tal como disponibilidade hidrica e temperatura
(DAMATTA, 2007). Por isso, um melhor entendimento do efeito da seca nas plantas ¢ vital
para melhorar a gestdo de praticas e para prever o destino da vegetacdo natural sob as
mudangas climaticas (CHAVES et al., 2003).

O défice hidrico celular pode resultar em uma concentracdo de solutos, mudangas no
volume da célula e na forma da membrana, rompimento do gradiente de potencial hidrico,
perda de turgescéncia, rompimento da integridade da membrana e desnaturacdo das proteinas
(BRAY, 1997; HEIDE; POOLMAN, 2000; MAHAJAN; TUTEJA, 2005).

O grau de défice hidrico pode ser fisiologicamente quantificado pelo potencial hidrico

foliar ou pelo conteudo relativo de agua (CRA) (NOBEL, 1983; SINCLAIR; LUDLOW,
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1985). O CRA expressa o contedo de agua de um tecido como uma porcentagem
expressando o estado hidrico de uma planta (BAYER, 1969; SLAVIK, 1974).

O volume celular ¢ um importante e possivelmente, o maior determinante da atividade
metabdlica e da sobrevivéncia da folha (KAISER, 1982; SINCLAIR; LUDLOW, 1985).
Segundo Hewitt et al. (1985) ¢ esperado que o CRA de plantas sob estresse hidrico apresente
baixos valores ficando entre 80 e 60% e decrescendo continuamente.

A metodologia desenvolvida por Weatherley (1949) requer pouco equipamento, porem
necessita de calibracdo para cada espécie para que haja otimizacdo do tamanho da amostra e
das condigdes experimentais. Mesmo assim, ¢ uma técnica amplamente usada devido a sua
simplicidade (CHAN; FOWLER, 1992). Além do mais existe uma forte relacdo entre o
volume celular e taxa de fotossintese das folhas (KAISER, 1982; SINCLAIR; LUDLOW,
1985).

O conhecimento sobre a limitacdo fisiologica da recuperacdo da fotossintese apos
diferentes intensidades de estresse hidrico bem como sob diferentes condigdes ambientais sao

escassos (CHAVES, 2009).

2.3. Trocas gasosas

A assimilagdo fotossintética pode ser afetada pela nutricdo, regime de luz, estresse
hidrico e outros pardmetros fisiologicos. Mudancgas na taxa de assimilacdo de CO, refletem de
mudancas na condutidncia estomdtica e capacidade fotossintética do mesofilo (VON
CAEMMERER; FARQUHAR, 1981; MEDRANO et al., 2002; DITMAROVA et al., 2010).
Como processo chave do metabolismo primario, a fotossintese desempenha um papel central
na performance da planta sob seca (PINHEIRO; CHAVES, 2011). E bem conhecido que a
taxa de assimilacdo de CO; seja reduzida durante moderados défices de dgua na folha ou
sempre antes da alteracdo, em resposta a diminuicdo da umidade do ar ou no potencial de
agua no solo (KRAMER; BOYER, 1995; LAWLOR, 2002; CHAVES et al., 2003; SANTOS
et al., 2006).

O volume celular ¢ um importante, e possivelmente, o maior determinante da atividade
metabdlica e da sobrevivéncia da folha (KAISER, 1982; SINCLAIR; LUDLOW, 1985).
Segundo Hewitt et al. (1985) ¢ esperado que o CRA (contetido relativo de agua na folha) de
plantas sob estresse hidrico apresente baixos valores ficando entre 80 e 60% e decrescendo
continuamente. Em muitas espécies a fotossintese se torna irreversivelmente reduzida quando

o conteudo relativo de dgua na folha cai por volta de 70-60% (LAWLOR; CORNIC, 2002).
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E certamente reconhecido que o status de dgua na folha interage com a condutancia
estomatica e transpiragdo, e sobre estresse hidrico, uma boa correlacdo é sempre observada
entre o potencial hidrico da folha e condutancia estomatica (TARDIEU; SIMONNEAU,
1998; FLEXAS et al., 1999; TYREE, 1999).

Um dos recursos fisiologicos mais sensiveis ao défice de agua ¢ a condutancia
estomatica, que regula a fotossintese nas plantas (BRAY, 1997; YORDANOV et al., 2000;
MEDRANO et al, 2002; ARAUJO; DEMINICIS, 2009). As respostas estomaticas sao
complexas, pois sdo dependentes de numerosos fatores ambientais como luz, CO,, umidade,
vento e temperatura e, de fatores internos tais como potencial hidrico e/ou turgor da folha e
sinais quimicos como citocinina e 4cido abscisico (KRAMER; BOYER, 1995; ASSMANN;
SHIMAZAKI, 1999). A redu¢do da condutancia estomatica diminui a perda de agua das
folhas e restringe a entrada de CO; nestes 6rgdos, o que diminui a assimilagdo fotossintética
de carbono (ARAUJO; DEMINICIS, 2009).

De um ponto de vista mecénico, o fechamento estomatico em resposta a baixa
umidade do ar pode ser mediado por mudangas no potencial hidrico das células em volta do
poro estomdtico causado pela evaporagdo na cavidade subestomatica (MOTT; PARKHURST,
1991; COMSTOCK; MENCUCCINI, 1998) ou por meio da cuticula (EAMUS et al., 2008).

O DPV (Défice de Pressdao de Vapor) € reconhecido como uma das mais importantes
fontes de variacdo da condutincia estomdtica em plantas irrigadas. Um simples mecanismo
para explicar essa redug¢ao poderia ser um em que o estdmato responde ao DPV por meio do
sistema de “feedback” com base no efeito da taxa de transpiragdo de toda a folha no estado
hidrico da folha, ou o gradiente de potencial hidrico entre células guarda e outras células
epidérmicas (BUNCE, 1996).

Dewar (1995) propos um modelo mais compreensivo de condutancia estomatica em
que os movimentos estomaticos sdo governados pela diferenca na pressdo de turgor e o
volume na epiderme. A pressdo de turgor ¢ deduzida do potencial hidrico e da pressdo
osmotica entre a célula guarda e da epiderme. Dentro da epiderme da folha, o acumulo e
redistribuicdo de solutos entre os diferentes tipos celulares e compartimentos também
desempenham um papel na regulagdo do turgor celular e no turgor das células guarda que
influenciam nos movimentos estomaticos (SCHROEDER et al., 2001).

Dessa forma, a reducdo da condutancia estomdtica com o aumento do DPV pode ser
causada pelo aumento da transpiragdo (MONTEITH, 1995; BUNCE, 1996). No entanto,
Bunce (1996), também encontrou que o fechamento estomatico sob alto DPV ndo foi causado

pelo aumento da transpiracdo sugerindo que a resposta da condutancia estomatica ao DPV
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seria adequada ao modelo de “feedforward”. Mais estudos sugerem que a resposta da
condutancia estomatica ao alto DPV poderia estar relacionada ao acido abscisico (ABA)
(BUNCE, 1996, 1998; TARDIEU; SIMONNEAU, 1998).

Porem, Assmann et al., (2000) encontraram que o aumento do DPV fecha o estomato
em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana que sdao ABA deficiente ¢ ABA insensivel,
mostrando que em algumas espécies € necessario recorrer a visdo mais tradicional de que o ar
seco tem efeito mais direto no turgor da célula guarda e ou epidérmica.

Monteith (1995) reavaliou 52 estudos de repostas das plantas ao DPV e concluiu que a
maioria, mas ndo todas, respostas estomaticas observadas foram consistentes com a
sensibilidade da célula guarda a taxa de transpiracdo. Sendo assim, a célula guarda responde
engendrada pela sensibilidade da transpiracdo estomatica.

Durante o periodo de seca, Endres (2007) relatou que com o aumento do défice de
pressdo de vapor ocorreu a queda da condutancia estomatica de Annona squamosa, mesmo
assim, ocorreu aumento da transpiracdo das plantas que estavam bem hidratadas, o que
demonstrou o efeito positivo do défice de pressdo de vapor sobre a transpiragdo. O mesmo
autor ainda sugere que o mesmo pode ocorrer com outras espécies de anoniceas. Baixos
valores de DPV melhoram o estado hidrico da planta, refletindo em menor taxa de
transpiracdo, maior potencial hidrico foliar e maior taxa de expansdo foliar, diferente do que
ocorre em condigdes de alto DPV (LIU et al., 2006). Em Annona cherimola Mill e Annona
squamosa L. Higuchi et al. (1998), também observaram diminuicdo da condutancia
estomatica com o aumento do déficit de pressao de vapor. Por isso, o DPV ¢ reconhecido
como uma das mais importantes fontes de variacdo da condutincia estomatica (CONDON et
al., 1992; BUNCE, 1998; CHAVES et al., 2009).

Estudos mostram que o controle estomatico ndo ¢ governado apenas por fatores
ambientais mas também por propriedades intrinsecas das plantas como sinais quimicos (4cido
abscisico) (MORIANA et al., 2002; TOGNETTI et al., 2004; ROMERO; BOTIA, 2006 e
CHAVES et al., 2009). Sob seca, o acido abscisico controla a abertura estomatica limitando
assim a perda de dgua por transpiracio (HIRAYAMA; SHINOZAKI, 2010), sua producgdo
ocorre nas raizes para entdo ser transportado para a parte aérea causando o fechamento
estomatico (CHAVES et al, 2009), porem também pode ser sintetizado nas folhas
(WILKINSON; DAVIES, 2002).

Durante o inicio da seca, a condutancia estomatica normalmente declina antes da
fotossintese, isto sugere que a inibicdo da fotossintese sobre estresse moderado pode ser

explicado por uma restri¢do na difusdo do CO, (CHAVES, 1991; CORNIC, 2000; SLAMA et
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al., 2007). Ort et al. (1994) argumentam que a concentracdo intercelular de CO, medeia uma
interagdo balanceada entre componentes estomaticos € ndo estomaticos no controle da
capacidade fotossintética.

A inibi¢do da fotossintese pode ser devido a limitagdo estomatica (YIN et al, 2005) ou
ndo estomatica (DOWNTON; LOVEYS; GRANT, 1988). A regulagdo estomatica
desempenha um papel chave nas trocas gasosas entre vegetacdo e atmosfera. Noventa por
cento da perda de dgua das plantas € por transpiracdo por meio da abertura estomatica (WAN
et al., 2009). Por outro lado, a limitagdo estomatica poderia ser considerada como o principal
fator para a redu¢do da fotossintese quando a dgua disponivel se torna escassa, enquanto que a
limitacdo ndo estomatica tal como o decréscimo da atividade da rubisco, disponibilidade de
CO; no cloroplasto e eficiéncia fotoquimica do PSII ¢ gradualmente progressiva com a
intensidade ¢ a duragdo do estresse hidrico (SILVA; ARRABACA, 2004; FLEXAS et al.,
2006a; XU; ZHOU; SHIMIZU, 2009). Se carbono interno ¢ condutancia estomatica
decrescem simultaneamente, a assimilacdo ¢ limitada principalmente pela reducdo da
condutancia estomatica (CRAMER et al.,, 2007; YAN et al.,, 2010). Em contraste, se a
condutancia estomatica decresce mas o carbono interno aumenta ou apresenta-se constante, o
decréscimo da assimilagdo pode ser atribuido a fatores ndo estomaticos (YAN et al., 2010).
Além disso, a avaliacdo da relacdo A/Ci também permite a diferenciagdo entre a limitacao
estomatica e nao estomatica (ENNAHLI; EARL, 2005).

Como dito anteriormente a limitagdo ndo estomatica inclui tanto a reducdo da
condutancia do mesofilo como a limitacdo fotoquimica e enzimatica (GRASSI; MAGNANI,
2005; GALMES et al., 2007a), podendo a inibi¢do ocorrer por dano ou simplesmente uma
baixa regulacdo da atividade fotossintética (ENNAHLI; EARL, 2005). A condutancia do
mesofilo compreende os componentes fisicos (solubilidade do CO,, area de superficie
apoplastica e rotas simplasticas do CO;) e metabdlicos (anidrase carbonica) (PINHEIRO;
CHAVES, 2011). Tem se mostrado que o défice hidrico pode reduzir substancialmente a
condutancia do mesofilo (FLEXAS et al., 2008), entretanto em geral a condutincia do
mesofilo ¢ menos sensivel ao estresse hidrico do que a condutancia estomatica (BUNCE,
2009). A importancia da limitacdo da condutdncia do mesofilo ainda estd sob criticas
decorrentes de questdes metodologicas relacionadas a estimagdo da concentragdo intercelular
de CO; ou da concentragdo de CO; do cloroplasto (BUNCE, 2009; LAWLOR; TEZARA,
2009).

A maxima condutancia estomatica tem sido usada em modelos para simular a resposta

das plantas para a seca e foi sugerida como indicador para a inducao da inibi¢do de diferentes
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sub-processos da fotossintese durante a seca (FLEXAS; MEDRANO, 2002b). Além disso, a
condutancia estomatica tem sido usada em alguns trabalhos como os de Galmés et al. (2007a;
2007b; 2007¢), Pou et al. (2008) e Flexas et al. (2009) como referencia para o défice hidrico
ou uma maneira de se diferenciar o nivel de défice hidrico em plantas.

A limitacdo da fotossintese por seca tem sido relatada em muitos estudos (CHAVES;
MAROCO; PEREIRA, 2003), dos quais apenas alguns estudos relatam a resposta da
fotossintese a reidratacdo. A recuperacao total da assimilagcdo de carbono tem sido observada
quando o estresse hidrico ¢ eliminado apds a reidratagdo (IZANLOO et al, 2008; XU;
ZHOU; SHIMIZU, 2009). O ganho de carbono durante um periodo de estresse hidrico e
reidratacdo pode depender tanto da velocidade e do grau de recuperagdo fotossintético como
do grau e velocidade do declinio da fotossintese durante a falta de dgua (FLEXAS et al,,
2006b; XU; ZHOU; SHIMIZU, 2009).

Em geral as plantas submetidas ao estresse hidrico severo recuperam somente 40 a
60% da maxima taxa de fotossintese no dia apds a reidratagdo, sendo que a recuperagdo
continua nos dias seguintes, no entanto a maxima taxa de fotossintese nem sempre se recupera
(FLEXAS et al., 2004; SOFO et al., 2004; SOUZA et al., 2004).

Em algumas espécies, a manutencdo da menor condutincia estomatica apds a
reidratacdo impde uma substancial limitagdo para a recuperagdo da fotossintese (BOGEAT-
TRIBOULOT et al., 2007; GALLE et al., 2007; GALMES et al., 2007a). Segundo Pérez-
Pérez et al (2009) o fechamento estomatico influenciado pelo estresse hidrico foi
parcialmente responsavel pela reducdo da assimilacdo de carbono de Citrus limon, uma vez
que a limitagdo do estomato influenciou no menor Ci sob condi¢do de estresse hidrico.

Em Vitis berlandieri x V. rupestris (variedade Richter-110) Flexas et al. (2009)
observaram que a recuperacao da condutancia estomatica foi lenta levando duas semanas até a
completa recuperacdo da mesma ao nivel das plantas irrigadas. Sendo assim, em Vitis
berlandieri X V. rupestris (Richter-110) a recuperacao da fotossintese apds a reidratacdo foi
limitada por fatores difusivos com maior influencia da limitagdo estomatica do que a
limitacdo do mesofilo (FLEXAS et al., 2009).

Da mesma forma em dois clones de Populus euramericana (Luisa Avanzo e
Dorskamp) foi observado 50% de recuperacdo da condutancia estomatica no primeiro dia de
reidratag¢do e foi necessario mais 4 dias para alcangar a completa recuperacio (MARRON et
al., 2002), ja4 em Populus euphratica a condutancia estomatica também se manteve reduzida
apos 6 dias de reidratacdo apresentando recuperagdo de 60% (BOGEAT-TRIBOULOT et al.,
2007).
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Em alguns estudos tem-se observado que a limitacdo da recuperacdo da condutancia
hidraulica foliar seria a aparente causa da baixa condutancia na reidratagio (GALMES et al.,
2007b). Segundo Manzoni et al (2012) quando a &gua se torna limitante ambas as
condutancias estomdtica e do xilema sdo reduzidas em relacdo as bem hidratadas, pois a
regulacdo da condutancia hidraulica foliar depende da cavitagdo e da recuperacdo dos vasos
do xilema, sendo que estes vasos sdo mais sensiveis nas nervuras das folhas (COCHARD et
al., 2002; BRODRIBB; HOLBROOK, 2003).

Em Vitis berlandieri x V. rupestris (Richter-110) a condutancia hidraulica da planta
apresentou reducdo durante o estresse hidrico sendo que parte dessa reducdo se manteve
mesmo apos a reidratagdo. No mesmo hibrido apods a reidratagdo foi observado que a relacao
entre a condutancia estomatica e a condutancia hidrdulica da planta foi mais forte do que a
relacdo entre a condutancia estomatica e a concentragdo de ABA, sendo que sob condigdes de
estresse hidrico ocorreu o contrario (POU et al., 2008).

No entanto, outros mecanismos regulatérios ndo podem se descartados, tais como
outros sinais quimicos como citocininas ou pH da seiva xilematica (WILKINSON, 2004),
sinais elétricos (GRAMS et al., 2007) ou a formagdo de oclusdes estomaticas de natureza
desconhecida que persistem por muito tempo apés a reidratagio (GALLE; FELLER, 2007).
Além disso, as aquaporinas desempenham um importante papel na dindmica de mudancas da
condutancia hidraulica das folhas (COCHARD et al., 2007).

Em Olea europaea L., variedade Coratina, submetida a reidratacdo sob sombreamento
e ndo sombreamento Sofo et al. (2004) observaram que em ambos os tratamentos tanto a
condutancia estomdtica como a transpiragdo ndo apresentaram recuperacdo ao nivel do
controle. Segundo 0 mesmo autor a lenta recuperagdo da transpiragdo estaria associada com a
baixa condutancia estomatica como observado no tratamento sombreado quando comparado
com o ndo sombreado.

Segundo Bogeat-triboulot et al. (2007), Gall¢, et al. (2007) e Galmés et al. (2007a),
apesar da baixa condutancia limitar a recuperagdo da fotossintese a EUA aumenta. Porem esse
comportamento possui uma desvantagem para a fotossintese, pois com a baixa condutancia
ocorre menor entrada de carbono e assim menor aproveitamento da capacidade fotossintética,
uma vez que em algumas espécies como Vitis berlandieri X V. rupestris a manutencdo da
baixa condutdncia estomatica apds a reidratagio pode durar semanas (GALMES et al,
2007¢). Em Quercus pubescens a recuperacdo da condutancia estomatica foi ligeiramente
retardada durante as primeiras duas semanas de reidratacdo, o que resultou no aumento da

eficiéncia intrinseca do uso da dgua (GALLE; HALDIMANN; FELLER, 2007).
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Em algodao submetido ao estresse hidrico seguido de reidratacdo Ennahli e Earl,
(2005) wverificaram substancial recuperacdo da maioria dos paramentros apos 24 de
reidratacdo, no entanto a assimilagdo de carbono, o rendimento quantico efetivo, a taxa de
transporte de eletrons e a relacdo da assimilagdo de carbono com a concentragdo de carbono
no cloroplasto (A/Cc) permaneceu significativamente baixa indicando a limitagdo da
recuperagdo da assimilagdo de carbono por fatores ndo estomaticos. No entanto, a reducao da
relagdo A/Cc ndo necessariamente significa que ocorreu injuria no aparato fotossintético,
podendo simplesmente representar uma baixa regulacdo da capacidade fotossintética
(ESCALONA et al., 1999).

Ja em Populus nigra, apds 15 dias de reidratacdo houve recuperagdo completa da
assimila¢do de carbono ao nivel observado antes do estresse hidrico em plantas reidratadas ao
nivel da capacidade de campo apods a assimilagdo de carbono ter caido a quase zero sob

estresse hidrico (FORTUNATI et al., 2008).

2.4. Fluorescéncia da clorofila a

Recentemente, a combinacdo da avaliagdo de trocas gasosas e da fluorescéncia da
clorofila @ tem sido usado para investigar o envolvimento do efeito ndo estomatico na
limitacdo da fotossintese sob estresse hidrico (ENNAHLI; EARL, 2005). A a¢ao sinérgica do
alto nivel de irradiagdo e estresse hidrico reduz a capacidade do sistema fotossintético de
utilizar a radiagdo incidente, levando a um aumento no grau de dano ao aparato fotossintético
(FOYER; LELANDAIS; KUNERT, 1994; WINGLER et al, 2000). Sob condigdes
ambientais, onde a energia do féton ¢é superior a assimilagdo de CO,, o fotossistema I (PSII)
¢ o principal alvo para a fotoinibi¢do enquanto o PSI (fotossistema I) ¢ mais estavel do que o
PSII, recebendo normalmente menos dano (BOWLER; MONTAGU; INZE, 1992; MELIS,
1999).

Plantas frequentemente encontram niveis de luz que excedem sua capacidade
fotossintética, especialmente quando sua capacidade para a fixacdo do CO, ¢ reduzida por
condigoes de estresse (ZHOU; LAM; ZHANG, 2007). O excesso de energia pode causar
fotoinibicdo e mesmo danos severos ao aparato fotossintético (SANDA et al., 2011; WU;
BAO, 2011).

O aumento excessivo da luz acima da capacidade de utilizacdo pela fotossintese pode
resultar em uma condi¢@o de estresse conhecida como fotoinibicdo. A quantidade de energia
irradiante que atinge o complexo coletor de luz dos fotossistemas pode conduzir a um ganho

ou perda na eficiéncia das reacdes fotoquimicas dos centros de reagdo (LEMOS FILHO,
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2000). O fendmeno da fotoinibi¢do pode ser causado pela luz ultra-violeta (UV), visivel (V) e
combinacdes UV-V. A absor¢do de fotons ¢ diretamente proporcional a densidade do fluxo de
fotons, resultando em uma resposta linear. Entretanto, a utilizacdo desses fotons pela
fotossintese apresenta uma resposta hiperbdlica, demonstrando que a partir de determinada
densidade de fotons ocorre a saturagdo da fotossintese (FARQUHAR; CAEMMERER;
BERRY, 1980).

Sob baixa intensidade luminosa (menor que 100 pmol m™ s™) mais de 80% do
quantum absorvido ¢ usado na fotossintese. Quando a intensidade luminosa aproxima-se de
1000 pmol m™ s™ (cerca de metade do valor da luz solar), menos de 25% do quantum
absorvido ¢ usado e, sob luz solar plena, a utilizagdo reduz para aproximadamente 10%
(LONG; HUMPHRIES; FALKOWSKI, 1994).

De acordo com Taiz e Zeiger (2004) dois tipos de fotoinibicdo sdo identificados: a
fotoinibicdo dindmica e a cronica. A fotoinibicdo dindmica ¢ causada pelo desvio da energia
luminosa, absorvida em direcdo a dissipagdo de calor. Por isso, o decréscimo em eficiéncia
quantica. Tal decréscimo ¢ temporario e a eficiéncia quantica pode retornar ao seu valor
inicial mais alto, quando o fluxo fotdnico decresce abaixo dos niveis de saturagdo. A
fotoinibicdo crdnica resulta da exposicdo a altos niveis de luz, que danificam o sistema
fotossintético e diminuem a eficiéncia quantica e a taxa fotossintética maxima. A fotoinibi¢ao
crOnica estd associada ao dano e substituicdo da proteina D1 do centro de reagdo do PSII. Ao
contrario da fotoinibigdo dinamica, tais efeitos t€ém duracdo relativamente longa, persistindo
por semanas ou meses.

O principal local do dano ao centro de reacdo do PSII é a proteina D1 que faz parte
deste centro de reacdo. Esta proteina ¢ facilmente danificada através do excesso de luz e entdo
deve ser removida da membrana e substituida por uma copia recentemente sintetizada. (ARO;
MCCAFFERY; ANDERSON, 1993).

A restauracdo noturna da atividade do PSII que teve baixa regulacdo no periodo do
meio dia indica a reversibilidade da fotoinibi¢ao deste periodo, implicando na preservacao da
funcionalidade do aparato fotossintético ou pelo menos nos rapidos mecanismos de reparo
(GALLE; HALDIMANN; FELLER, 2007).

O estresse por seca ¢ conhecido por inibir a atividade fotossintética nos tecidos devido
ao desequilibrio entre a captura de luz e sua utilizagdo (FOYER; NOCTOR, 2000). A baixa
atividade do fotossistema II resulta em um desequilibrio entre a geracdo e utilizacdo dos

elétrons, resultando em mudangas no rendimento quantico (PELTZER et al., 2002).
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O rendimento quantico maximo (Fy/Fy) € amplamente usado para detectar
perturbagdes induzidas pelo estresse no aparato fotossintético (MAXWELL; JOHNSON,
2000; BAKER; ROSENQVIST, 2004). O declinio nos valores da fluorescéncia maxima da
folha adaptada ao escuro (Fy) e a reducdo na Fy/Fy reflete na reducdo da habilidade do PSII
em reduzir o aceptor primario Qa (quinona A) (CALATAYUD; BARRENO, 2001). A Fyu
também ¢ conhecida por diminuir devido a baixa temperatura ou outros estresses abidticos
(PRAKASH et al, 2003; PIETRINI et al., 2005). De acordo com Gilmore, Hazlett ¢
Debrunner, (1996) a fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro (Fp) aumenta quando
o aparato fotoquimico esta danificado (PIETRINI et al., 2005). Segundo Ouzounidou (1993),
Zlatev e Yordanov (2004) e Efeoglu et al. (2009), o aumento desta variavel serve como um
indicativo de que houve dano ao centro de reagdo do PSIIL, pois o efeito do estresse causa
inibicdo do ciclo de reparo do PSII em especial a proteina D1 (HAKALA et al. 2005;
OHNISHI et al. 2005; NISHIYAMA et al. 2006).

Sob condi¢do padrdo, a concentragdo de CO, atmosférico ¢ limitante da fotossintese.
Em todos os livros textos de biologia vegetal bésica ¢ esbocado que qualquer aumento na
concentragdo de CO, do ambiente resulta em um relativo aumento na assimilagdo de CO»;
frequentemente tal ganho poderia resultar em taxas fotossintéticas mais que o dobro do que
aqueles sob concentracdo de CO, ambiente. Assim, sob condi¢do padrio de CO, mais
NADPH e ATP estao disponiveis do que consumidos no ciclo de Calvin para a fixagdo e
reducdo do CO,. Esse enorme excesso de oferta de equivalentes de redugdo poderia
imediatamente causar uma reducdo total do NADP" para NADPH. Como resultado, nenhum
elétron da cadeia de transporte de elétrons poderia ser transferida. Como consequéncia, o
cloroplasto pode balancear a taxa de NADPH/ATP, pela ativa¢do de novos drenos de elétrons
ou pelo aumento da taxa de fotofosforilacdo. Estas vias alternativas de elétrons ajudam a
ajustar o NADPH/ATP mesmo sob condi¢cdes de luz ndo saturante (WILHELM; SELMAR,
2011). Além disso, os elétrons poderiam ser transferidos para o oxigénio, produzindo radicais
superoxido, denotado como reacdo de Mehler ou ciclo agua-dgua (HIDEG; SPETEA; VASS,
1995; CHEN et al., 2004).

Sob condi¢des de estresse hidrico, a situacdo metabolica se torna muito mais
complexa. A auséncia de 4gua induz ao fechamento estomatico (CHAVES, 1991). Portanto,
devido ao correspondente aumento da resisténcia, a concentragdo de CO, dentro da folha cai
drasticamente, como resultado menos NADPH e ATP sdo consumidos dentro do ciclo de
Calvin. Consequentemente, a concentracio de NADP", e assim os potenciais aceptores de

elétrons para a cadeia transportadora de elétrons decresce (GRATAO et al., 2005; SELMAR;
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KLEINWACHTER, 2013). Devido aos processos metabolicos mencionados, pode ser
deduzido que a taxa interna de NADPH/NADP" ¢ fortemente elevada sob condi¢des de
estresse. De acordo com a lei de acdo de massas qualquer aumento da forca redutora muda
todas as reagdes envolvendo o consumo de NADPH para o lado de reducdo do equilibrio.
Consequentemente, sem mudar qualquer atividade enzimatica, a taxa de sintese dos produtos
secundarios altamente reduzidos ¢ aumentada (NOWAK et al, 2010; SELMAR;
KLEINWACHTER, 2013). Portanto em plantas sob estresse por seca a sobre reducio
favorece a biossintese de compostos altamente reduzidos (HARBORNE, 1988; SELMAR;
KLEINWACHTER, 2013) entre esses produtos estdo isoprenoides, fendis e alcaloides
(STEINBRECHER et al., 2006; SELMAR, 2008).

Sob condi¢cdes desfavoraveis, as plantas desviam a luz absorvida para outros
processos, como dissipagdo térmica para proteger o aparato fotossintético (DEMMIG-
ADAMS; ADAMS, 1996). O “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) da energia de excitacdo
representa um importante mecanismo de fotoprotecdo nas plantas. Uma grande proporcao de
energia ¢ dissipada pelo NPQ que converte a energia luminosa absorvida em calor (NILKENS
et al., 2010). Este processo ¢ regulado por mudancas conformacionais induzidas pela luz nas
proteinas PsbS. Como consequéncia, a energia de excitacdo efetivamente ¢ transferida da
clorofila para a zeaxantina, resultando em uma massiva dissipac¢do de energia (LI et al., 2004;
SZABO; BERGANTINO; GIACOMETTI, 2005).

Mishra et al. (2012) observaram que o NPQ contribuiu para a protecdo contra o
fotodano em plantas de tomate do tipo selvagem (cv. UC82b) e transgénicas tolerantes a seca
(DTL-20) submetidas ao estresse hidrico quando o potencial hidrico se encontrava acima de -
1.5MPa, no entanto sob estresse hidrico severo foi observado redugdo significativa do NPQ
de ambas as plantas com a maior redug@o do potencial hidrico.

Diferente do ¢PSII, a varidvel NPQ ndo ¢ uma eficiéncia. Em vez disso, tem um valor
maior que zero, mas sem qualquer limite superior obvio. Portanto, ¢ necessaria uma
abordagem unificada para medir o particionamento da energia de excitacdo entre esses
processos para avaliar sua relativa importancia para a fotoprotecdo (HENDRICKSON;
FURBANK; CHOW, 2004).

O ¢PSII corresponde a fracdo de energia que ¢ fotoquimicamente convertida no PSII
(MAXWELL; JOHNSON, 2000; KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008), a fra¢ao restante 1
- ¢PSII constitui o rendimento quantico total de todos os processos de perda que ¢ dividido
em dois componentes distintos, o rendimento quéantico da perda de energia ndo fotoquimica

ndo regulada no fotossistema II (§NO) que reflete a fragdo de energia que € passivamente
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dissipada na forma de calor e fluorescéncia, principalmente devido aos centros de reagdo do
PSII fechados, e o rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no
fotossistema II (§NPQ) que corresponde a fracdo de energia dissipada na forma de calor por
meio dos mecanismos de fotoprotecdo (NPQ). Sendo assim altos valores de $NO refletem na
inabilidade da planta em se proteger contra danos causados pelo excesso de luz, ja altos
valores de $NPQ sdo indicativos de alta capacidade fotoprotetora (KRAMER et al., 2004;
KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008).

Segundo Kramer et al. (2004) o ¢$PSII ¢ valido tanto para o modelo de antena “lake”
(onde as unidade fotossintéticas do centro de reacdo do PSII estdo conectados em uma comum
cama de pigmentos) como para o modelo “puddle” (onde cada centro de rea¢do do PSII
possui seu proprio sistema de antena independente). No entanto, segundo o mesmo autor o
calculo do rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II (§NO) e o rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada
no fotossistema II (§NPQ) sdo dependentes do modelo “lake”. Porem recentemente
Klughammer e Schreiber (2008) demonstraram que € possivel calcular estas mesmas variaveis
adotando o modelo “puddle”.

Mudangas no transporte de elétrons fotossintéticos sob seca inevitavelmente levam a
formagdo de radicais superdxido, uma vez que o oxigénio molecular compete com o NADP"
pela redugdo no lado aceptor do PSI (LADJAL et al., 2000; REDDY et al., 2004). A limitacao
da assimilagdo de CO, em plantas sob défice hidrico causa a sobre redu¢do da cadeia de
transporte fotossintética. Esse excesso de forca redutora determina a re-direcdo da energia dos
fotons em processos que favorecem a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
principalmente na cadeia de transporte de elétrons fotossintética (ASADA, 1999) e
mitocondrial (MOLLER, 2001). Além disso, sob défice hidrico a assimilacdo de carbono
declina em favor da fotorrespiragdo, processo que também gera EROs em grandes
quantidades (LUNA et al., 2005; CENTRITTO et al., 2005) bem como a reacdo de Mehler
(CHEN et al., 2004).

Sendo toxico para as células, EROs sdo eficientemente eliminados por antioxidantes
ndo enzimaticos (a-tocoferol, PB-caroteno, compostos fendlicos, ascorbato, glutationa) e
enzimaticos. O sistema antioxidante enzimatico inclui a superoxido dismutase (SOD; EC
1.15.1.1), que catalisa a reacdo do radical superoxido em peroxido de hidrogénio, e a catalase
(CAT; EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11) e guaicol peroxidase (POD;
EC 1.11.1.7) que s3o capazes de desintoxicar o H,O, formado (FOYER; LELANDALIS;
KUNERT, 1994). A capacidade da planta para ativar o sistema de defesa oxidativo ¢ o
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principal mecanismo que prova resisténcia contra danos oxidativos por meio de mudangas na
atividade de uma ou mais enzimas antioxidantes (BRAY, 1997, CHANDRA et al., 1998;
DUBEY; CHANDRA, 2003).

Em plantas, os lipidios presentes nos tilacdides contém uma alta porcentagem de
acidos graxos poli-insaturados e sdo suscetiveis a peroxidagdo (IMLAY, 2003). O conteudo
de malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacdo lipidica, tem sido considerado um
indicador de dano oxidativo (MOLLER et al., 2007). O estresse por seca, como outros
estresses abidticos, pode levar ao estresse oxidativo por meio do aumento das EROs. As
espécies reativas de oxigénio sdo altamente reativas e podem alterar o metabolismo normal da
célula por meio de danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucleicos (MITTLER;
ZILINSKAS, 1994). EROs podem também danificar diretamente alguns componentes

celulares como o fotossistema II e as membranas lipidicas (SMIRNOFF, 1993).
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3. OBJETIVOS
Avaliar a capacidade de recuperacdo de Annona emarginata (Schltdl) H. Rainer apds
estresse hidrico em fun¢do das variagdes das trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e

atividade de enzimas antioxidantes.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus
de Botucatu-SP (22° 53” S, 48° 26’ O), no periodo de setembro a outubro de 2012.

4.1. Material vegetal

Os frutos da espécie araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schiltdl.) H. Rainer)
foram colhidos em fevereiro de 2011 na CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica e
Integral) de Sdo Bento do Sapucai — SP (22° 41' S; 45° 43' O). As sementes foram semeadas
em margo de 2011, apds serem manualmente extraidas dos frutos em agua corrente, retirando-
se a sua mucilagem e permanecendo sobre bancada por 24h para secagem. O tratamento
fitossanitario das sementes foi feito com a imersao das mesmas em uma solugdo a 2% do i.a.
do fungicida CAPTAN® (N-triclorometiltil-4-ciclo-hexeno-1,2-dicarboximida) por 1 minuto.
Apo6s o tratamento fitossanitario, a semeadura foi realizada em tubetes, com capacidade
volumétrica de 50ml, preenchidos com o substrato vermiculita expandida de textura média,
colocando-se 1 semente por unidade. Os tubetes foram mantidos em viveiro coberto com
sombrite 50%.

Ao apresentarem em média 10cm de altura, as plantas foram transplantadas para sacos
de polietileno com capacidade volumétrica de 4,5L preenchidos com vermiculita expandida
de textura média. As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo sob sombrite 50%,
irrigadas duas vezes ao dia com 4gua e uma vez por semana com solucdo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) diluida a 50% de for¢a id6nica (BARON et al., 2013) até o inicio do

experimento que ocorreu 524 dias apos a semeadura.

4.2. Delineamento experimental

O experimento foi implantado em blocos com trés tratamentos (Irrigagdo, Suspensao
de Irrigacdo e Reidratacdo) e quatro repeticdes de seis plantas por parcela, totalizando 24
plantas. Destas, 12 plantas foram utilizadas para as avaliagdes de trocas gasosas, fluorescéncia
da clorofila a, atividade das enzimas antioxidantes e peroxidagdo de lipideos, empregando-se
uma planta por repeticdo de cada tratamento. As outras 12 plantas foram submetidas apenas a

Suspensdo de Irrigagdo para o monitoramento semanal do contetdo relativo de 4gua na folha.
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4.3. Condicoes ambientais

As plantas foram submetidas aos tratamentos de setembro a outubro de 2012
totalizando 45 dias. No interior da casa de vegetacdo as plantas estavam sob sombrite 50% de
luz, onde a densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) medida semanalmente as 10h,
momento em que ocorreu o acompanhamento semanal das trocas gasosas, apresentou uma
média de 757 pmol m? s”'. As médias diarias de temperatura, umidade e défice de pressdo de
vapor do ar desde o inicio dos tratamentos até o final (45 DAIT) estdo apresentadas nas
figuras 1A, 1B e 1C respectivamente. As médias de temperatura, umidade e défice de pressao
de vapor do ar durante as horas na avaliagdo dos trés tratamentos que ocorreu aos 43 DAIT

estdo apresentadas nas figuras 1D, 1E e 1F.
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Figura 1: Médias de temperatura do ar (Fig. 1A) diurna (circulo branco) e noturna (circulo
preto), umidade relativa do ar (Fig. 1B) diurna (circulo branco) e noturna (circulo preto) e
défice de pressdo de vapor do ar diurna (Fig. 1C) desde o inicio dos tratamentos até o final (45

DAIT), e médias de temperatura do ar (Fig. 1D), umidade relativa do ar (Fig. 1E) e défice de
pressdo de vapor do ar (Fig. 1F) ao longo das horas aos 43 DAIT.



25

4.4. Controle da irrigacao

O monitoramento da perda de 4gua do substrato foi realizado conforme Thameur et al.
(2012) por meio da pesagem dos vasos (Kg) ao longo do tempo, comparado com a massa
(Kg) dos mesmos quando irrigados até a capacidade maxima de retencdo de agua (100%),
condi¢do em que os vasos foram irrigados até a ocorréncia de percolagdo e posteriormente
mantidos durante a noite para a saida do excesso de agua. Nesse periodo, a superficie do vaso
foi vedada para evitar evaporacdo. Na manha seguinte os vasos eram pesados e as massas
obtidas foram utilizadas como as suas massas na capacidade maxima de retencdo de agua
(100%). Esses dados foram usados para calcular o contetido de 4gua no substrato (CAS) pela
formula: CAS=(MVatamento/ M V1002%)*100 (VARONE et al,, 2012), duas vezes por semana em
cada tratamento.

Os vasos foram mantidos com sua maxima retencdo de agua até 524 dias apos a
semeadura quando foi dado inicio aos tratamentos. No tratamento Irrigacdo foram realizadas
duas irrigagdes por dia para manter a massa do vaso entre 90 e 100% da sua capacidade de
retengdo inicial (100%). No tratamento Suspensao de Irrigagdo houve interrupcao da irrigacao
aos 524 dias apos a semeadura, quando foi considerado o inicio dos tratamentos. A suspensao
da irrigacdo teve dura¢do de 45 dias (Dias apds inicio dos tratamentos - DAIT), dos 524 aos
569 DAIT. A reidratagdo no tratamento Reidratacdo foi realizada apds observacao visual da
murcha das folhas (73% de conteudo relativo de agua na folha) e assimilagdo de carbono nula,
o que ocorreu aos 38 dias apos o inicio dos tratamentos quando o conteudo de dgua no

substrato era de 28%.

4.5. Conteudo relativo de agua nas folhas

A cada semana foi retirada uma folha completamente expandida do segundo ou
terceiro n6 de uma planta por repeticdo para avaliar o contetido relativo de agua na folha
(CRA), das plantas sob suspensdo de irrigacdo (monitoramento). E aos 38 DAIT, quando
ocorreu a reidratacao, também foi avaliado o contetido relativo de dgua da folha do tratamento
de Irrigagdo para a comparacdo entre o menor CRA obtido do tratamento de Suspensdo de
Irrigacao (73 %).

Para a avaliacdo foram utilizados dois quadrados (2cm x 2cm) de uma folha madura
por repeticdo que foram pesados para determina¢do da massa fresca (MF). Logo apds a
pesagem as amostras foram imersas em agua deionizada por quatro horas para a determinagao
da massa turgida (MT). Apos esta determinacdo, as amostras foram levadas para estufa de

circulagdo for¢ada de ar a 70°C até atingirem massa constante para a determinagdo da massa
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seca (MS). Os valores das massas obtidas foram usados na formula proposta por Weatherley

(1949), CRA=(MF-MS)/(MT-MS)*100, para a determinagdo do CRA.

4.6. Trocas gasosas

As trocas gasosas foram monitoradas semanalmente nos tratamentos Irrigacdo e
Suspensao de Irrigacdo desde o inicio dos tratamentos com o auxilio de um analisador de gas
CO; e vapor d’agua por radia¢do infra-vermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo
LI-6400, LI-COR, Lincon, NE, USA). Para o monitoramento foram avaliadas quatro
repetigdes de cada tratamento, realizando-se as medidas na 2* e 3* folhas completamente
expandidas. As medidas foram representadas pela média das duas folhas e submetidas a
analise de variancia ANOV A, sendo comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As trocas gasosas realizadas nos tratamentos Irrigacdo, Suspensdo de Irrigacdo e
Reidratacdo ocorreram 43 DAIT no periodo das 9h, 10h, 11h, 12h, 14h e 16h, sendo avaliadas
quatro repetigdes de cada tratamento, realizando-se as medidas na 2* e 3* folhas
completamente expandidas. As medidas foram representadas pela média das duas folhas e
submetidas a analise de variancia ANOVA em fatorial 3 x 6 (tratamentos x horario de
avaliagdo), sendo comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Foram analisadas as
seguintes varidveis de trocas gasosas: taxa de assimilagio de CO, (4, pmol CO, m™s™),
condutincia estomatica (Gs, mol m™s™), taxa de transpiragdo (E, mmol vapor d’agua m™s™),
concentragdo interna de CO, na folha (Ci, pmolCO, mol ar), eficiéncia de carboxilago
(A/Ci) (CAEMMERER; FARQUHAR, 1981) e a eficiéncia do uso da agua (A/E) (EUA,
pmol CO, (mmol H,O)™) (SINCLAIR et al., 1984) adotando-se 900 pumol m™s™ de densidade
de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) para o periodo das 9h, 10h, 11h e 14h, 1000 pmol
m™s” de DFFF para as 12h e 700 pmol m™s" de DFFF para as 16h.

4.7. Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-se um fluordémetro de pulso
modulado (JUNIOR-PAM, Walz®). As medidas foram realizadas em dois momentos, nos
tratamentos Irrigacdo e Suspensdo de Irrigagdo aos 32 DAIT, seis dias antes da reidratagdo, e
nos tratamentos Irrigagdo e Reidratagcdo aos 44 DAIT, seis dias apos a reidratacao.

Em ambos os momentos as avaliagdes foram realizadas no periodo das Sh, 12h e 17h.
Com exceg¢do do periodo das 5h as folhas foram aclimatadas a um periodo de 30 minutos no
escuro cobrindo-as com papel aluminio. Em seguida, um pulso de saturagdo de 10000 pmol

m™s” de DFFF com 0.6s foi aplicado para a obtengdo da F,, (fluorescéncia maxima adaptada
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ao escuro) e Fy,’ (fluorescéncia maxima adaptada a luz). Além da fluorescéncia maxima da
folha adaptada a luz e ao escuro, também foram obtidos os valores da F,” (fluorescéncia
minima adaptada ao escuro) e F,’ (fluorescéncia minima adaptada a luz). Entre cada pulso de
satura¢do foram dados oito pulsos de luz actinica de 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e
1500 pmol m™s™ de DFFF de 15 segundos de duragio.

Por meio da F,, F,, Fn,’ e F,” foram calculados o rendimento quantico maximo
(Fv/Fn) (KITAJIMA; BUTLER, 1975), rendimento quantico efetivo (¢PSII) (GENTY et al,,
1989), “quenching” fotoquimico (qP) (SCHREIBER et al., 1986), “quenching” ndo
fotoquimico (NPQ) (BILGER; BJORKMAN, 1990), taxa de transporte de elétrons (ETR),
considerando que 84% da luz seja absorvida pela clorofila, com 50% dos fétons ativando a
clorofila do fotossistema II e 50% o fotossistema I, rendimento quantico da perda de energia
ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II ($NO) (KLUGHAMMER; SCHREIBER,
2008) e rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II
(NPQ) (KLUGHAMMER; SCHREIBER, 2008). As medidas do Fy/F, Fu, Fo, PSIL qP,
ETR, NPQ, $NO e ¢NPQ foram representadas pela média das duas folhas, sendo que o F,/Fy,
Fn e F, foram submetidas a andlise de variancia ANOVA em fatorial 2 x 3 (tratamentos x
horario de avaliacdo), aos 32 e 44 DAIT, sendo comparadas pelo teste Tukey a 5% de

probabilidade. As médias das demais varidveis foram representadas com desvio padrao.

4.8. Analises bioquimicas

Para a determinagdo da atividade das enzimas antioxidantes (superoxido dismutase,
SOD, EC. 1.15.1.1 e peroxidase, POD, EC. 1.11.1.7), concentragdo de proteinas e
peroxidacdo de lipideos foram coletadas amostras de folhas (1* a 4* completamente
expandidas) e raizes de quatro repeti¢cdes dos tratamentos Irrigagcdo, Suspensdo de Irrigagdo e
Reidratagao aos 45 DAIT. As amostras foram maceradas em almofariz com auxilio de

nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -20°C.

4.9. Proteinas soluveis totais

Para a determinagdo da atividade especifica das enzimas antioxidantes foi necessario
avaliar a concentracdo de proteinas nas folhas e raizes dos trés tratamentos, para isso foi
utilizado a metodologia de Bradford, (1976).

Foi utilizado 100 mg de material fresco de folhas e raizes macerados em 2ml de
tampao fosfato de potassio 0,lmol/L em pH 6,8 com adicio de 100mg de
polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material resultante foi centrifugado a 12000 RPM por 40
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minutos onde o sobrenadante obtido foi retirado e usado como extrato para determinagdo da
concentragdo de proteinas.

O reagente de Bradford usado na determina¢do da concentracdo de proteinas foi
preparado com 100mg de coomassie brilliant blue G-250 dissolvido em 50 ml de etanol 95%,
a essa solucao foi adicionado 100ml de acido fosforico 85% (m/v) e a solugdo resultante foi
diluida para um volume final de 1L.

A curva padrido utilizada para os célculos da concentracdo de proteinas foi feita
utilizando 100, 80, 60, 40, 20 e Opg de proteina (Caseina) com posterior adicdo de reagente de
Bradford. A solugdo resultante foi levada para leitura em espectro fotometro 595nm.

Para as folhas e raizes 50pl do extrato foram adicionados em um tubo de ensaio e seu
volume completado para 0,1ml de tampao, em seguida foi adicionado 2,5ml de reagente de
Bradford e os tubos foram agitados por um vortex. As leituras das amostras foram feitas em

espectrofotometro 595nm, utilizando dgua deionizada como branco.

4.10. Superodxido dismutase (SOD, EC. 1.15.1.1)

Para a determinacdo da atividade da superoxido dismutase foi utilizado 100 mg de
material fresco de folhas e raizes macerados em 2ml de tampao fosfato de potassio 0,1 mol/L
em pH 6,8 com adi¢cdo de 100mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material resultante foi
centrifugado a 12000 RPM por 40 minutos onde o sobrenadante obtido foi retirado e usado
como extrato enzimatico.

A atividade da superdxido dismutase sera avaliada através da capacidade de inibir a
reducdo fotoquimica do azul nitro tetrazélio (NBT), usando o método de Giannopolitis e Ries,
(1977). Serdo usados 50uL de extrato de enzimas que serdo adicionados a um meio de reagao
constituido por 50mM de tampao fosfato, pH 7,8, 13mM de metionina, 75uM de NBT, 2uM
de riboflavina e 100nM de EDTA com volume final de 3ml.

A reacdo de reducdo do NBT para a formagdo de formazana azul ocorrera pela
fotorredugao, para isso serd usado uma lampada fluorescente de 15W mantida em uma caixa
fechada a 25°C. Apds 5 minutos de exposicdo a luz a reacdo serd interrompida quando a
iluminacdo for desligada. A formazana azul formada durante este periodo sera medida em
espectrofotometro a 560nm.

Uma mistura de reagdo semelhante a anterior também serd medida a 560nm, porem
ficara por 5 minutos no escuro para servir de controle e assim sera subtraido da amostra que
recebeu iluminacdo. Uma unidade de SOD serd definida como a quantidade de enzima

necessdria para inibir a 50% a fotorredug¢do do NBT.
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Os dados da atividade da superdxido dismutase foram submetidos a analise de

variancia (ANOVA) e teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.11. Peroxidase (POD, EC. 1.11.1.7)

Para a determinagdo da atividade da POD foi utilizado 100 mg de material fresco de
folhas e raizes macerados em 2ml de tampao fosfato de potéssio 0,Imol/L em pH 6,8 com
adicdo de 100mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material resultante foi centrifugado a
12000 RPM por 40 minutos onde o sobrenadante obtido foi retirado e usado como extrato
enzimatico.

A atividade da POD foi determinada de acordo com Teisseire e Guy, (2000) onde
foram utilizados 30 pL de extrato de enzimas em um sistema de reac¢ao constituido por 50mM
L' de tampdo fosfato de potassio de pH 6,5; 20mM L™ de pirogalol e 5SmM L™ de peroxido
de hidrogénio totalizando um volume de 1ml.

A reagdo foi conduzida em temperatura ambiente por 5 minutos. A formagdo de
purpurogalina foi medida em espectrofotometro a 430nm. Para o calculo da atividade
especifica da POD foi usando coeficiente de extingdo molar de 2,47 mM L' cm™ ¢ o
resultado foi expresso em pmol de purpurogalina min™' mg™ de proteina.

Os dados da atividade da peroxidase foram submetidos a analise de varidncia

(ANOVA) e teste Tukey a 5% de probabilidade.

4.12. Peroxidacao de lipideos

O nivel de peroxidagao de lipideos foi avaliado utilizando a metodologia de Heath e
Packer, (1968). Para isso foram utilizados 100mg de material fresco de folhas e raizes os
quais foram macerados em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de rea¢do constituido
por acido tiobarbitrico (0,25%, m/v) e acido tricloro acético (10%, m/v). A solucdo foi
acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho maria a 95°C por 1 hora. A
solucdo resultante foi centrifugada a 12000RPM por 40 minutos a 25°C, o sobrenadante foi
coletado e levado para leitura em espectrofotometro em dois comprimentos de onda sendo um
de 532 e outro de 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado foi calculado
utilizando um coeficiente de extingdo de 155 mM™ cm™.

Os dados do contetdo de MDA formado foram submetidos a analise de variancia

(ANOVA) e teste Tukey a 5% de probabilidade.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

30

Conforme estabelecido pelo Programa de Pos-
Graduacdao em Ciéncias Biologicas (Botanica), os
resultados obtidos neste trabalho foram reunidos em
capitulos, redigidos na forma de artigos segundo as

normas da revista “Journal of experimental botany:

Capitulo I: Sera que plantas de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer se recuperam  apds

estabelecimento de estresse hidrico?

Capitulo II: Fluorescéncia da clorofila @ em plantas
de Annona emarginata (Schltdl) H. Rainer

submetidas a estresse hidrico e apos reidratacao.



5.1. Capitulo I

Sera que plantas de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer se recuperam apos

estabelecimento de estresse hidrico?

Luis Paulo Benetti Mantoan' e Gisela Ferreira

'Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

31



32

Resumo - O presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de plantas de Annona
emarginata em se recuperar apos estresse hidrico. O experimento foi implantado em blocos
casualizados com trés tratamentos (Irrigacao, Suspen¢ao de Irrigacdo e Reidratacdo) e quatro
repeticdes de seis plantas por parcela totalizando 24 plantas. As andlises foram constituidas de
monitoramento semanal das trocas gasosas (assimilacdo de CO,, 4; condutancia estomatica,
Gs; transpiragdo, E; concentragdo de carbono interno, Ci; eficiéncia de uso da agua, A/E e
eficiéncia de carboxilagdo, A/Ci) e ao longo das horas no 43° Dia Apds o Inicio dos
Tratamentos (DAIT), atividade das enzimas antioxidantes (superdxido dismutase, SOD, EC.
1.15.1.1 e peroxidase, POD, EC. 1.11.1.7) e peroxidagio de lipideos no 45° DAIT e conteudo
relativo de dgua das folhas (CRA). Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Aos 38 DAIT (dia da
reidratacdo) o CRA do tratamento Irrigagcdo caiu de 87% para 73% no tratamento Suspensao
de Irrigacdo, além de assimilagcdo de CO; ser nula. Embora o CRA das plantas reidratadas
tenha se recuperado ao nivel das plantas no inicio dos tratamentos (90% aos 44 DAIT e 89%
no 1° DAIT respectivamente), as trocas gasosas ao longo das horas do 43° DAIT (cinco dias
apos reidratagdo) apresentaram recuperagao parcial. No entanto, a atividade das enzimas SOD
e POD tanto de folhas como de raizes aos 45 DAIT apresentou recuperagdo no tratamento
Reidratacdo. Porem ndo foi observado alteragdes no nivel de peroxidacao de lipideos tanto em
folhas como em raizes nos trés tratamentos o que demonstrou auséncia de danos por espécies
reativas de oxigénio. Embora a espécie 4. emarginata tenha apresentado recuperacdo da
atividade das enzimas SOD e POD ap0s a reidratacdo e ndo tenha sido detectada peroxidagdo
lipidica causada pelas espécies reativas de oxigénio, as trocas gasosas tiveram capacidade de
recuperacdo parcial apos o estabelecimento de estresse hidrico por falta de agua.

Palavras-chave: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, trocas gasosas, reidratacao.
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Abstract - The present study aimed to evaluate the ability of Annona emarginata plants in
recover after water stress. The experiment was implanted in a randomized block design with
three treatments (Irrigation, Suspension of Irrigation and Rehydration) and four replicates of
six plants per plot totaling 24 plants. Analyses were constituted of weekly gas exchange
monitoring (CO, assimilation, 4; stomatal conductance, Gs; transpiration, E; internal carbon
concentration, Ci; water use efficiency, A/E and carboxylation efficiency, A/Ci) and along of
the hours of 43" Day After Treatments Beginning (DATB), antioxidant enzymes activities
(superoxide dismutase, SOD, EC. 1.15.1.1 and peroxidase, POD, EC. 1.11.1.7) and lipid
peroxidation in 45™ DATB and relative water content of leaves (RWC). The data were
submitted to analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5% probability.
At 38 DATB (day of rehydration) the RWC of Irrigation treatment fell from 87% to 73% in
the Suspension of Irrigation treatment, besides of CO, assimilation be null. Although the
RWC of rehydrated plants has recovered to the level of the plants at the beginning of
treatment (90% at 44 DATB and 89% in the first DATB respectively), the gas exchange along
of the hours of 43 DATB (five days after rehydration) showed partial recovery. However,
the activity of SOD and POD both leaf and root at 45 DATB showed recovery in rehydration
treatment. However, was not observed changes in the level of lipid peroxidation, both in
leaves and roots in the three treatments which showed absence of damage by reactive oxygen
species. Although the species A. emarginata has presented recovery of the SOD and POD
activity after rehydration and has not been detected lipid peroxidation caused by reactive
oxygen species, gas exchange had partial recovery after the establishment of water stress from
lack of water.

Keywords: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, gas exchange, rehydration.
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Introduciao

A baixa disponibilidade de dgua ¢ considerada a mais séria restricio ambiental para a
producdo agricola. Assim, pesquisas para o uso mais eficiente da agua podem-se tornar a
solucdo para o aumento da produtividlade em ambientes onde ocorra a falta de 4gua,
especialmente em areas do semidrido, como no nordeste do Brasil (Chaves et al., 2003;
Endres, 2007; Sinclair et al., 2008). Além disso, um melhor entendimento do efeito da seca
nas plantas € vital para melhorar a gestdo de praticas e para prever o destino da vegetagdo
natural sob as mudancas climaticas (Chaves et al., 2003). Existem varias lacunas nas bases de
dados relativos a ecofisiologia de frutiferas tropicais (Miranda et al., 2008; Okumura et al.,
2008), principalmente quando consideramos fatores ambientais, tal como disponibilidade
hidrica e temperatura (Damatta, 2007).

Entre os fatores ambientais estudados que influenciam o género Annona pode-se
incluir a temperatura (Yamada et al., 1996; Higuchi et al., 1998; Ojeda et al., 2004), umidade
do solo (Lemos-Filho, 2000), salinidade (Cavalcante et al., 2001) e niveis de agua no solo
(Nufez-Elisea et al., 1999; Endres, 2007).

O araticum-de-terra-fria (4dnnona emarginata (Schltdl) H. Rainer), induz maior vigor
a copa atemdia quando utilizado como portaenxerto, apresenta boa compatibilidade,
resisténcia a fungos presentes no solo (Bonaventure, 1999; Tokunaga, 2005; Ferreira et al.,
2013) e menor atratividade as brocas que atacam o colo das plantas (Bettiol Neto et al., 2006).
De acordo com Tokunaga (2005) esta espécie apresenta tolerancia a solos com falta d’agua,
sendo indicado como alternativa adequada para uso como portaenxerto para estes tipos de
solo.

A assimilagdo fotossintética pode ser afetada pela nutricdo, regime de luz, estresse
hidrico e outros parametros fisiologicos. Mudangas na taxa de assimilacdo de CO; refletem
mudangas na condutancia estomatica e ou capacidade fotossintética do mesofilo (Caemmerer
e Farquhar, 1981; Medrano et al., 2002; Ditmarova et al., 2010).

A fotossintese ¢ sensivel ao déficit hidrico devido ao fechamento estomatico para
conservar agua o que priva as folhas do CO,, assim a assimilagdo de carbono declina em favor
da fotorrespiracdo, processo que gera espécies reativas de oxigénio (EROs) em grandes
quantidades (Luna et al., 2005; Centritto et al., 2005). A habilidade para balancear a formagao
e desintoxica¢cdo das EROs esta relacionada com a tolerancia ao déficit hidrico (Tian e Lei,
2006; Abbasi et al., 2007; Koussevitzky et al., 2008).

O debate de como o défice hidrico limita principalmente a fotossintese através do

fechamento estomatico ou através da debilitagio metabolica tem ocorrido em diversos
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trabalhos que investigaram esses efeitos na fotossintese (Tezara et al., 1999; Cornic, 2000;
Flexas ¢ Medrano, 2002a; Chaves e Oliveira, 2004). Entretanto, o conhecimento sobre a
limitacdo fisioldgica da recuperacdo da fotossintese apds diferentes intensidades de estresse
hidrico bem como sob diferentes condigdes ambientais sao escassos (Chaves, 2009).

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de Annona emarginata

(Schltdl) H. Rainer em se recuperar apos estresse hidrico.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus
de Botucatu-SP (22° 53” S, 48° 26’ O), no periodo de setembro a outubro de 2012.

Delineamento experimental

O experimento foi implantado em blocos casualizados com trés tratamentos (Irrigacao,
Suspensdo de Irrigagdo e Reidratagdo) e quatro repeticdes de seis plantas por parcela,
totalizando 24 plantas. Destas, 12 plantas foram utilizadas para as avaliacdes de trocas
gasosas, atividade das enzimas antioxidantes e peroxidagdo de lipideos, empregando-se uma
planta por repeticdo de cada tratamento. As outras 12 plantas foram submetidas apenas a

Suspensao de Irrigagdo para o monitoramento semanal do contetdo relativo de 4gua na folha.

Condi¢oes ambientais

No interior da casa de vegetacdo as plantas estavam sob sombrite 50% de luz, onde a
densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) medida semanalmente as 10h, momento
em que ocorreu o acompanhamento semanal das trocas gasosas, apresentou uma média de 757
umol m™ s™'. As médias didrias de temperatura, umidade e défice de pressdo de vapor do ar
desde o inicio dos tratamentos até o final (45 DAIT) estdo apresentadas nas figuras 1A, 1B e
1C respectivamente. As médias de temperatura, umidade e défice de pressdo de vapor do ar
durante as horas na avaliagdo das trocas gasosas dos trés tratamentos que ocorreu aos 43

DAIT estdo apresentadas nas figuras 1D, 1E e 1F.
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Figura 1: Médias de temperatura do ar (1A) diurna (circulo branco) e noturna (circulo preto),
umidade relativa do ar (1B) diurna (circulo branco) e noturna (circulo preto) e défice de
pressdo de vapor do ar diurna (1C) desde o inicio dos tratamentos até o final (45 DAIT), e
médias de temperatura do ar (1D), umidade relativa do ar (1E) e défice de pressdo de vapor do

ar (1F) ao longo das horas aos 43 DAIT.

Controle da irrigagdo

O monitoramento da perda de 4gua do substrato foi realizado conforme Thameur et al.
(2012) por meio da pesagem dos vasos (Kg) ao longo do tempo, comparada com a massa (Kg)
dos mesmos quando irrigados até a capacidade maxima de retengdo de dgua (100%), condi¢ao
em que os vasos foram irrigados até a ocorréncia de percolagdo e posteriormente mantidos
durante a noite para a saida do excesso de agua. Nesse periodo, a superficie do vaso foi
vedada para evitar evaporagdo. Na manha seguinte os vasos eram pesados e as massas obtidas
foram utilizadas como as suas massas na capacidade maxima de retencdo de agua (100%).
Esses dados foram usados para calcular o conteudo de agua no substrato (CAS) pela formula:
CAS=(MViatamento/M V100%)*100 (Varone et al., 2012), duas vezes por semana em cada
tratamento.

Os vasos foram mantidos com sua maxima retencdo de agua até 524 dias apos a

semeadura quando foi dado inicio aos tratamentos. No tratamento Irrigacdo foram realizadas
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duas irrigagdes por dia para manter a massa do vaso entre 90 e 100% da sua capacidade de
retengdo inicial (100%). No tratamento Suspensao de Irrigagdo houve interrupcao da irrigacao
aos 524 dias ap6s a semeadura (inicio dos tratamentos) e esta suspensdo da irrigagdo teve
duracdo de 45 dias (Dias Apds Inicio dos Tratamentos - DAIT), dos 524 aos 569 DAIT. A
reidratacdo (tratamento Reidratagcdo) foi realizada apds observagdo visual da murcha das
folhas (73% de conteudo relativo de 4dgua na folha) e assimilagdo de carbono nula, o que
ocorreu aos 38 dias apos o inicio dos tratamentos quando o contetido de 4gua no substrato era

de 28%.

Conteudo relativo de agua nas folhas

A cada semana foi retirada uma folha completamente expandida do segundo ou
terceiro n6 de uma planta por repeticdo para avaliar o contetido relativo de agua na folha
(CRA), das plantas sob suspensdo de irrigacdo (monitoramento). E aos 38 DAIT, quando
ocorreu a reidratacao, também foi avaliado o contetido relativo de dgua da folha do tratamento
de Irrigagdo para a comparacdo com o CRA obtido do tratamento Suspensdo de Irrigacdo
(73%).

Para a avaliacdo foram utilizados dois quadrados (2cm x 2cm) de uma folha madura
por repeticdo que foram pesados para determina¢do da massa fresca (MF). Logo apds a
pesagem as amostras foram imersas em dgua deionizada por quatro horas para a determinacgao
da massa turgida (MT). Apos esta determinacdo, as amostras foram levadas para estufa de
circulagdo for¢ada de ar a 70°C até atingirem massa constante para a determina¢do da massa
seca (MS). Os valores das massas obtidas foram usados na formula proposta por Weatherley

(1949), CRA=(MF-MS)/(MT-MS)*100, para a determinagdo do CRA.

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram monitoradas semanalmente nos tratamentos Irrigacdo e
Suspensdo de Irrigacdo desde o inicio dos tratamentos com o auxilio de um analisador de gas
CO; e vapor d’agua por radia¢do infra-vermelha (Infra Red Gas Analyser — IRGA, modelo
LI-6400, LI-COR, Lincon, NE, USA). Para o monitoramento foram avaliadas quatro
repeti¢des de cada tratamento, realizando-se as medidas na 2* e 3* folhas completamente
expandidas. As medidas foram representadas pela média das duas folhas e submetidas a
analise de variancia ANOV A, sendo comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As trocas gasosas realizadas nos tratamentos Irrigacdo, Suspensdo de Irrigacdo e

Reidratacdo ocorreram 43 DAIT (cinco dias apos reidratagdao) as Sh, 10h, 11h, 12h, 14h e 16h,
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sendo avaliadas quatro repeticdes de cada tratamento, realizando-se as medidas na 2% ¢ 3*
folhas completamente expandidas. As medidas foram representadas pela média das duas
folhas e submetidas a analise de varidncia ANOVA em fatorial 3 x 6 (tratamentos x horario de
avaliagdo), sendo comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Foram analisadas as
seguintes variaveis de trocas gasosas: taxa de assimilagdo de CO, (4, umol CO; m™ s™),
condutincia estomatica (Gs, mol m™ s™), taxa de transpiragio (E, mmol H,O m™ s7),
concentragdo interna de CO, na folha (Ci, pmolCO, mol" ar), eficiéncia de carboxilagdo
(A/Ci) (Caemmerer e Farquhar, 1981) e eficiéncia do uso da dgua (A/E) (umol CO; (mmol
H,0)™") (Sinclair et al., 1984) adotando-se 900 pmol m™ s” de densidade de fluxo de fotons
fotossintéticos (DFFF) para o periodo das 9h, 10h, 11h e 14h, 1000 pmol m™®s™ de DFFF para
as 12h e 700 pmol m™s™ de DFFF para as 16h.

Andlises bioquimicas

Para a determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase EC.
1.15.1.1 e peroxidase EC. 1.11.1.7) e peroxidacdo de lipideos foram coletadas amostras de
folhas (1* a 4* completamente expandidas) e raizes de quatro repetigdes dos tratamentos
Irrigagdo, Suspensdo de Irrigagdo e Reidratacdo aos 45 DAIT no periodo das 10h. As
amostras foram maceradas em almofariz com auxilio de nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer -20°C.

Enzimas antioxidantes

Para a determinacgdo da atividade especifica das enzimas antioxidantes foi necessario
avaliar a concentracdo de proteinas nas folhas e raizes dos trés tratamentos, para isso foi
utilizado a metodologia de Bradford, (1976). Para isso, foi usado 100 mg de material fresco
de folhas e raizes macerados em 2ml de tampao fosfato de potassio 0,1mol/L em pH 6,8 com
adicdo de 100mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material resultante foi centrifugado a
12000 RPM por 40 minutos onde o sobrenadante obtido foi retirado e usado como extrato

para determina¢ao da concentragdo de proteinas.

Superoxido dismutase (SOD, EC. 1.15.1.1)

Para a determinacdo da atividade da superdxido dismutase foi usado o método de
Giannopolitis e Ries, (1977), utilizando 100 mg de material fresco de folhas e raizes
macerados em 2ml de tampao fosfato de potéssio 0,Imol/L. em pH 6,8 com adi¢do de 100mg

de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O material resultante foi centrifugado a 12000 RPM por
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40 minutos onde o sobrenadante obtido foi retirado e usado como extrato enzimatico. Os
dados da atividade da superdxido dismutase foram submetidos a analise de varidncia

(ANOVA) e teste Tukey a 5% de probabilidade.

Peroxidase (POD, EC. 1.11.1.7)

Para a determinagdo da atividade da POD foi usado o método Teisseire e Guy, (2000),
utilizando 100 mg de material fresco de folhas e raizes macerados em 2ml de tampao fosfato
de potassio 0,1mol/L em pH 6,8 com adicdo de 100mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP). O
material resultante foi centrifugado a 12000 RPM por 40 minutos onde o sobrenadante obtido
foi usado como extrato enzimatico. Os dados da atividade da peroxidase foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey a 5% de probabilidade.

Peroxidagdo de lipideos

O nivel de peroxidacdo de lipideos foi avaliado utilizando a metodologia de Heath e
Packer, (1968). Para isso foram utilizados 100mg de material fresco de folhas e raizes os
quais foram macerados em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de rea¢do constituido
por acido tiobarbitirico (0,25%, m/v) e acido tricloro acético (10%, m/v). A solucdo foi
acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho maria a 95°C por 1 hora. A
solugdo resultante foi centrifugada a 12000RPM por 40 minutos a 25°C. A leitura do
sobrenadante foi realizada em espectrofotdmetro em dois comprimentos de onda sendo um de
532 e outro de 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado foi calculado
utilizando um coeficiente de extingdo de 155 mM™ cm™. Os dados do contetido de MDA
formado foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e teste Tukey a 5% de

probabilidade.

Resultados

Estado hidrico da planta

Os vasos sob suspensdo de irrigagdo apresentaram redugdo constante no conteudo de
agua no substrato ao longo do tempo (Figura 2A), alcangando 28% aos 38 DAIT. E nas folhas
o conteudo relativo de 4gua foi reduzido de 87% no tratamento Irrigacdo para 73% no
tratamento Suspensdo de Irrigacdo aos 38 DAIT (Figura 2B). Apesar da constante queda no

conteudo de 4gua no substrato ao longo do tempo (Figura 2A) o mesmo ndo ocorreu de modo
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tao acentuado em relacdo ao conteudo relativo de dgua na folha, que se manteve praticamente
estavel até 24 DAIT para posterior queda até os 38 DAIT atingindo os 73% (Figura 2B).

No entanto, apds a reidratagdo, realizada 38 DAIT, com o aumento da quantidade de
agua no substrato (99%) (Figura 2A) o contetido relativo de agua na folha alcangou 90% aos

44 DAIT (Figura 2B).
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Figura 2: Monitoramento do conteudo de 4gua no substrato (CAS) (%) (2A) para os
tratamentos Irrigacdo (barra preta), Suspensdo de Irrigagdo (barra cinza clara) e Reidratagdo
(barra cinza escuro indicada com asterisco) e contetido de dgua na folha (CRA) (%) (2B) para
os tratamentos Suspensdo de Irrigacdo durante os 38 DAIT (circulo preto), Irrigacdo aos 38
DAIT (quadrado preto) e Reidratagdo aos 44 DAIT indicado pelo asterisco (circulo branco).

Valores representam médias + desvio padrao de 4 repeti¢des por tratamento.

Monitoramento das trocas gasosas

Ao se analisar as trocas gasosas ao longo de 43 DAIT, verificou-se que houve
diferenca significativa entre o tratamento Irrigagdo e Suspensdo de Irrigagdao ao longo dos 43
DAIT nas diferentes variaveis. A assimilagdo de carbono (4) (Figura 3A), eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci) (Figura 3B), condutancia estomatica (Gs) (Figura 3C) e transpiragdo (E)
(Figura 3D) das plantas sob suspensdo de irriga¢do apresentaram reducdo significativa a partir
dos 12 DAIT em comparagdo com plantas mantidas irrigadas. Aos 30 DAIT foram
verificados valores negativos para a 4 que representam assimila¢do nula sendo portanto uma
condicdo de estresse, comportamento semelhante foi observado para a eficiéncia de
carboxilacdo (A/Ci).

E possivel observar que a Gs (Figura 3C) das plantas submetidas a suspensio de

irrigagdo foi reduzida até 16 DAIT e a partir dai se manteve constante. A E também foi
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diminuida drasticamente até 26 DAIT mantendo-se (Figura 3D) constante. As plantas do
tratamento Irrigagdo apresentaram instabilidade nas médias de Gs e E com redugdo aos 16 e

26 DAIT respectivamente.
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Figura 3: Assimilacdo de carbono (4) (3A), eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) (3B),
condutancia estomatica (Gs) (3C) e transpiragdo (E£) (3D) durante 43 dias apds o inicio dos
tratamentos. Circulos pretos representam o tratamento Irrigacdo, circulos brancos representam
o tratamento Suspensdo de Irrigacdo e quadrados brancos representam o tratamento
Reidratacdo. Letras mostram a diferenca entre os tratamentos, pelo teste de Tukey 5%.

Valores representam médias + desvio padrdo de 4 repetigdes.

Trocas gasosas ao longo do dia
Aos 43 DAIT verificou-se que as plantas reidratadas aos 38 DAIT ainda ndo
apresentavam recuperacdo total das trocas gasosas, quando comparadas as plantas sob

irrigacdo (Figuras 4A, 4B, 4C, 4D, 4E e 4F, tabela 1 e tabela 2).
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Deste modo durante o 43° dia (Figura 4A e na tabela 1) observa-se que a assimilagdo
de carbono (A4) foi maior em plantas irrigadas do que em reidratadas as 9 e 10h. O tratamento
Irrigagdo apresentou plantas com maiores valores de assimilagdo de carbono as 9 e 10h,
enquanto no tratamento Reidratacdo as plantas apresentaram os maiores valores de 4 entre 9 e
11h, apds esse periodo a 4 foi reduzida para ambos os tratamentos.

Considerando o periodo das 9 e 10h onde a assimilagcdo de CO; ao longo do tempo foi
alta tanto para o tratamento Irrigacdo como Reidratagdo, € possivel observar que a
recuperagdo da assimilagdo das plantas reidratadas no periodo das 9h foi de 64,8% e de 83,3%
as 10h (Tabela 2). Nestes mesmos momentos também se verifica que a condutincia
estomatica apresentou recuperacdo de 58,3% as 9h e 64,5% as 10h. No entanto, a
concentragdo de carbono interno (Ci) apresentou recuperagdo de 95,2% as 9h e de 87,2% as
10h, j4 com relagdo a eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) a recuperagdo as Sh foi de 68,1% e de
96,4% as 10h o que coincidiu com o aumento da assimilagdo e reducdo da Ci as 10h.

A suspensdo de irrigacdo resultou em plantas com assimilagdo de carbono nula nas
diferentes horas do dia, uma vez que os valores obtidos foram negativos, por isso estes dados
nao foram apresentados.

A concentragdo de carbono interno (Ci) das plantas reidratadas ao longo do dia
apresentou os maiores valores as 9, 12, 14 e 16h e os menores as 10 e 11h (Figura 4D e tabela
1).

As menores concentracdes de carbono interno estdo relacionadas com o aumento do
consumo desse carbono como observado pelo aumento da eficiéncia de carboxilagdo e ao
mesmo tempo também podem estar relacionadas a redu¢do da Gs que geraria aumento da
resisténcia a entrada de CO, (Figura 4F e tabela 1) que foi maior no periodo das 10 e 11h.

As plantas do tratamento Irrigagdo apresentaram concentragdo de carbono interno
constante as 9, 10, 11, 12 e 16h e redugdo da eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) a partir das
11h com os menores valores as 12h.

Essa diferenca na eficiéncia de carboxilacdo teria surgido da reducdo da assimilacdo
de carbono (4) ao longo do dia que acompanhou um mesmo padrio para a eficiéncia de
carboxilagdo (A/Ci), uma vez que o calculo da mesma depende da assimilacdao de carbono.

As plantas em suspensdo de irriga¢do apresentaram altos valores de carbono interno
com grande instabilidade entre as repeticdes devido ao fechamento estomatico gerado pelo

estresse severo, por isso esse dado ndo foi utilizado nesse estudo.
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A Ggs (Figura 4B e tabela 1) e a £ (Figura 4C e tabela 1) variaram nas plantas
submetidas aos trés tratamentos até as 12h, sendo que as plantas irrigadas apresentaram Gs e
E maiores do que os demais tratamentos.

Apesar das plantas reidratadas terem recuperado o conteudo relativo de agua nas
folhas (Figura 2B), as mesmas apresentaram recuperac¢do parcial tanto na Gs como na E
(Figura 4B e 4C) alcangando o mesmo nivel de condutancia somente as 14 e 16h quando a Gs
das irrigadas diminuiu e ndo porque a condutancia das reidratadas aumenta, assim como na E.

Ao longo do dia plantas irrigadas apresentaram aumento da £ até as 11h com posterior
reducdo (Figura 4B e 4C e tabela 1) conforme ocorreu variagio do DPV (Figura 1F),
enquanto as plantas reidratadas apresentaram valores constantes de £ durante todo o periodo.

A eficiéncia de uso da 4dgua (A/E) (Fig. 4E) entre as plantas dos tratamentos Irrigagdo
e Reidratacdo apresentaram variagao significativa apenas as 11h quando as plantas reidratadas
apresentaram maior eficiéncia de uso da agua. Entre as horas do dia no tratamento Irrigacao
foram observados os maiores valores as 9 e 10h, quando apesar dos estdmatos abertos o DPV
ainda ndo era tdo elevado. Nas reidratadas os maiores valores de A/E foram observados em
um periodo de tempo maior (9, 10 e 11h).

Tanto a eficiéncia de uso da dgua como a eficiéncia de carboxilacdo das plantas do
tratamento Suspensdo de Irrigagdo ndo foram apresentadas nesse estudo, pois o valor de
assimilacdo de carbono desse tratamento apresentou-se negativo, indicando que ndao houve
assimilagdo de carbono. Como o calculo para ambas as varidveis necessitam da assimilagdo

de carbono os calculos ndo foram realizados.
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Figura 4: Trocas gasosas ao longo do 43° DAIT. Assimilagdo de carbono (4) (4A),
condutancia estomatica (Gs) (4B), transpiracdo (E) (4C), carbono interno (Ci) (4D), eficiéncia
de uso da agua (A/E) (4E) e eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) (4F) de 4. emarginata as 9, 10,
11, 12, 14 e 16h nos tratamentos Irrigacdo (circulo preto), Reidratagcdo (quadrado branco) e
Suspensao de Irrigagdo (circulo branco), sendo que para esse ultimo foi apresentado apenas a

Gs e E. Valores representam médias + desvio padrdo de 4 repetigdes.
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Tabela 1: Média da assimilagio de carbono (4) (umol CO, m™s™), condutincia estomatica
(Gs) (mol m™ s™), carbono interno (Ci) (umol CO, mol™ ar), transpiragdo (E) (mmol H,O m™
s™), eficiéncia de uso da dgua (A/E) (umol CO, (mmol H,0)™) e eficiéncia de carboxilagio
(A/Ci) de 4. emarginata nos periodos de 9, 10, 11, 12, 14 e 16h nos tratamentos de irrigagao,
reidratacdo e suspensdo de irrigagdo, sendo que para esse tratamento foi apresentado apenas a
Gs e E. As letras maitisculas comparam estatisticamente tratamentos em uma mesma hora e as

letras mintisculas comparam estatisticamente os periodos de cada tratamento por meio da

analise de variancia ANOVA (Tukey 5%).

A Gs

Tempo Irrigacao ISr lrllsgf; gcéiz Reidratacao Irrigagao ISr lrllsgf; gcéiz Reidratacao
%h 6.51 Aa - 4.22 Ba 0.168 Aa 0.036 Ca 0.098 Ba
10h  6.50 Aa - 5.41 Ba 0.119 Ab 0.023Ca 0.077 Bab
11Th  4.41 Ab - 4.87 Aa 0.112Ab 0.023Ca 0.057 Bb
12h  2.21 Ac - 1.77 Ab 0.101 Abc 0.014Ca 0.059 Bb
14h 1.37 Ac - 2.06 Ab 0.068 Acd 0.025Ba  0.060 Ab
16h  2.42 Ac - 1.70 Ab 0.073 Ad 0.021 Ba 0.061 Ab

Ci E

Tempo Irrigagao ISr lrllsgf; gcéiz Reidratacao Irrigagao ISr lrllsgf; gcéiz Reidratacao
9h  313.91 Ab - 298.82 Aa 328 Abc  0.83 Ca 2.27 Ba
10h  279.13 Ab - 243.31 Bb 4.07 Aab  0.89 Ca 2.78 Ba
11Th  297.41 Ab - 234.53 Bb 445Aa 098 Ca 2.41 Ba
12h  316.85 Ab - 309.23 Aa 4.00 Aab  0.59 Ca 2.45 Ba
14h  372.14 Aa - 297.93 Ba 2.40 Ac 098Ba 236 Aa
16h 321.35 Ab - 315.27 Aa 2.48 Ac 0.79 Ba  2.31 Aa

A/E A/Ci
Irrigagao qup ' c~1e Reidratacao Irrigagao qup ' c~1e Reidratacao

Tempo Irrigagdo Irrigagdo
9h  2.027 Aa - 1.896 Aa 0.0208 Aa - 0.0141 Bb
10h  1.667 Aa - 2.002 Aa 0.0234 Aa - 0.0226 Aa
11Th  1.042 Bb - 2.099 Aa 0.0148 Bb - 0.0212 Aa
12h  0.587 Ab - 0.746 Ab 0.0070 Ac - 0.0057 Ac
14h  0.756 Ab - 0.896 Ab 0.0038 Ac - 0.0071 Ac
16h  0.994 Ab - 0.776 Ab 0.0076 Ac - 0.0056 Ac
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Tabela 2: Porcentagem de recuperagdo da assimilagdo de CO2 (4), condutancia estomatica

(Gys), carbono interno (Ci), eficiéncia de carboxilagdo (A/Ci) no periodo das 9 e 10h

Tempo 9h 10h
A Gy Ci A/GCi A Gy Ci A/Ci
% de recuperacdo 64,8 58,3 952 68,1 833 64,5 872 964

Atividade de enzimas antioxidantes (SOD e POD) e peroxidag¢do lipidica
Os dados referentes a atividade da superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD),
bem como a formac¢do de malondialdeido (MDA) que ¢ proporcional a peroxidagdo de

lipideos aos 45 DAIT estdo na tabela 3.

Tabela 3: Média da atividade especifica da superoxido dismutase (SOD) (U/mg prot.) e
peroxidase (POD) (umol/min/mg prot.) e concentracdo de malondialdeido (MDA) (nmol/g)
em folha e raiz de A. emarginata submetida aos tratamentos Irrigagdo, Suspensio de Irrigagao
e Reidratagdo aos 45 DAIT. Letras diferentes representam diferenga estatistica na analise de

variancia ANOVA (Tukey 5%).

Tratamentos Folha Raiz
SOD POD MDA SOD POD MDA
Irrigacio 31.35 AB 1.75 A 16.57 A 330.72 A 4.40 A 10.13 A
Susp. de 14.65B 0.52B 2210 A 114.12 B 2.38B 9.77 A

Irrig.

Reidratacdo 4342 A 1.31AB  20.79A 42147 A 6.03 A 10.74 A

A SOD e a POD de folhas e raizes (Tabela 3) apresentaram os maiores valores nos
tratamentos Reidratag¢do e Irrigacdo respectivamente, nas plantas submetidas a suspensdo de
irrigacdo ocorreu a redugdo da atividade destas enzimas em folhas e raizes. No entanto, o
conteudo de malondialdeido (MDA) (Tabela 3) ndo apresentou diferenca entre os tratamentos
tanto nas folhas como nas raizes, o que indicou auséncia de danos as membranas lipidicas

ocasionadas pelas espécies reativas de oxigénio.

Discussiao
A queda constante no conteido de agua do substrato de 90 a 100% para 28% dos
vasos sob suspensdo de irrigagdo (Figura 2A) refletiu na reducdo do conteudo relativo de dgua

nas folhas do araticum de 87 para 73% aos 38 DAIT (Figura 2B) e, consequentemente
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influenciou na redugdo das trocas gasosas desde o inicio da suspensao de irrigagao (Figura 3).
E bem conhecido que a taxa de assimilagio de CO, seja reduzida durante moderados défices
de 4gua na folha, em resposta a diminui¢do da umidade do ar ou no potencial de d4gua no solo
(Kramer e Boyer, 1995; Lawlor, 2002; Chaves et al., 2003; Santos et al., 2006).

Além da suspensdo da irrigacdo, deve ser considerada a variacdo ambiental afetando o
gradiente de potencial hidrico entre solo, planta e atmosfera. Plantas de araticum-de-terra-fria
mantidas com maior potencial hidrico no solo e nas folhas (tratamento Irrigacdo)
apresentaram ao longo dos 45 DAIT sempre maiores valores de 4, A/Ci, Gs e E (Figura 3),
sendo que redugdes pontuais observadas na condutincia estomatica e transpiracao (Figura 3C,
3D) foram decorréncias diretas de flutuacdes no DPV em funcao de aumento e reducao de
temperatura respectivamente (Figura 1).

Em contrapartida as plantas de araticum submetidas ao aumento gradativo do estresse
hidrico (tratamento Suspensdo de Irrigacdo) apresentaram reducdes mais drasticas na
condutancia estomatica e transpiracdo logo nos primeiros dias da suspensdo da irrigagdo.
Posteriormente, estes valores se mantiveram baixos independentemente das variagdes do
DPV, demonstrando que a partir de certo limite a variagdo do ambiente ndo consegue mais
afetar a condutancia estomdtica e a transpiracdo da mesma forma que nas plantas irrigadas,
pelo fato de ja terem ocorrido reducdes no contetido de agua nas folhas (Figura 3C, 3D e 2B).
No caso do araticum-de-terra-fria a reducdo de H,O da folha de 89% para 87% aos 17 DAIT
ndo teve relacdo com a redugdo da Gs aos 16 DAIT, enquanto E ainda ndo tinha atingido o
limite inferior, que ocorreu aos 26 DAIT.

O volume celular ¢ um importante, e possivelmente, o maior determinante da atividade
metabolica e da sobrevivéncia da folha (Kaiser, 1982; Sinclair e Ludlow, 1985). Segundo
Hewitt et al. (1985) é esperado que o CRA de plantas sob estresse hidrico apresente baixos
valores ficando entre 80 e 60% e decrescendo continuamente, o que foi observado neste
estudo aos 38 DAIT com CRA de 73% quando o teor de 4gua no solo foi de 28% (Figura 2B).
Além disso, em muitas espécies a fotossintese se torna irreversivelmente reduzida quando o
conteudo relativo de 4gua na folha cai por volta de 70-60% (Lawlor e Cornic, 2002).

No caso do araticum verificou-se que apds a reidratagdo as folhas apresentaram
recuperagdo do contetido relativo de dgua na folha (90%) (Figura 2B) mas as trocas gasosas,
embora tivessem demonstrado recuperagdo aos 43 DAIT, ainda ndo apresentavam o mesmo
padrdo das plantas mantidas sob irrigagao (Tabela 1 e figura 4).

Ap6s a reidratacdo a recuperagdo da assimilagdo de carbono foi parcial, apresentando

recuperacdo de 64,8% as 9h e 83,3% as 10h (Tabela 2) igualando-se as plantas irrigadas a
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partir das 11h uma vez que ndo houve diferencas significativas entre 4 de irrigadas e
reidratadas (Tabela 1). Em geral as plantas submetidas ao estresse hidrico severo recuperam
somente 40 a 60% da maxima taxa de fotossintese no dia apos a reidratagdo, sendo que a
recuperagdo continua nos dias seguintes, no entanto a maxima taxa de fotossintese nem
sempre se recupera (Flexas et al., 2004; Sofo et al., 2004; Souza et al., 2004). O balango de
carbono durante o periodo de estresse hidrico e recuperacdo pode depender muito da
velocidade e do grau de recuperacdo fotossintético, como também depende do grau e
velocidade do declinio da fotossintese durante a baixa disponibilidade de agua (Flexas et al.,
2006a).

Embora o CRA das plantas reidratadas tenha recuperado ao nivel das plantas irrigadas
assim como tiveram mesma taxa 4 a partir das 11h, € possivel observar que mesmo apds
cinco dias de reidratacdo a condutancia estomatica e a transpiracdo apresentaram recuperagao
parcial alcangando as irrigadas somente quando da redugdo nos valores de Gs e E destas. E
sabido que em algumas espécies, a manutengdo da menor condutincia estomatica apds a
reidratacdo impde uma substancial limitacdo para a recuperacdo da fotossintese (Bogeat-
Triboulot et al., 2007; Gall¢ et al., 2007; Galmés et al., 2007a).

Em Vitis berlandieri x V. rupestris (variedade Richter-110) Flexas et al. (2009)
observaram que a recuperacao da condutancia estomatica foi lenta levando duas semanas até a
completa recuperacdo da mesma ao nivel das plantas irrigadas. Da mesma forma em dois
clones de Populus euramericana (Luisa Avanzo e Dorskamp) foi observado 50% de
recuperacdo da condutancia estomatica no primeiro dia de reidratagdo e foram necessarios
mais 4 dias para alcangar a completa recuperacdo (Marron et al., 2002), j4 em Populus
euphratica a condutancia estomatica também se manteve reduzida ap6s 6 dias de reidratacao
apresentando recuperacao de 60% (Bogeat-Triboulot et al., 2007).

Dentre os fatores que podem ter colaborado para a manutencao da baixa Gs em plantas
reidratadas de araticum pode-se relatar a limitagdo da recuperagdo da condutancia hidraulica
foliar (Galmés et al., 2007b). Segundo Manzoni et al. (2012) quando a dgua se torna
limitante, tanto a condutancia estomatica como a condutancia do xilema sdo reduzidas em
relagdo as plantas bem hidratadas, pois a regulacdo da condutancia hidraulica foliar depende
da cavitagdo e da recuperagdo dos vasos do xilema, sendo que estes vasos sdo mais sensiveis
nas nervuras das folhas (Cochard et al., 2002; Brodribb ¢ Holbrook, 2003).

Da mesma forma, em Vitis berlandieri x V. rupestris (Richter-110) a condutancia
hidraulica da planta apresentou reducdo durante o estresse hidrico sendo que parte dessa

reducdo se manteve mesmo apos a reidratacdo. No mesmo hibrido apoés a reidratagdo foi
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observado que a relagdo entre a condutincia estomatica e a condutancia hidraulica da planta
foi mais forte do que a relacdo entre a condutincia estomatica e a concentracdo de ABA,
sendo que sob condigdes de estresse hidrico ocorreu o contrario (Pou et al., 2008). Uma vez
que sob seca o 4cido abscisico controla a abertura estomatica limitando assim a perda de dgua
por transpira¢do (Hirayama e Shinozaki, 2010).

Outros mecanismos regulatorios também devem considerados, tais como sinais
quimicos (citocininas, pH da seiva xilematica) (Wilkinson, 2004), sinais elétricos (Grams et
al., 2007) ou a formagao de oclusdes estomaticas de natureza desconhecida que persistem por
muito tempo apo6s a reidratacdo (Gallé e Feller, 2007). Além disso, as aquaporinas
desempenham um importante papel na dinamica de mudangas da condutancia hidraulica das
folhas (Cochard et al., 2007).

As plantas de araticum mantidas sob irrigacdo também apresentaram variagdes na
condutancia estomatica ao longo do dia (Tabela 1 e Figura 4B), o que pode estar relacionado
com o alto DPV (Figura 1F), que é reconhecido como uma das mais importantes fontes de
variacdo da condutancia estomatica (Condon et al., 1992; Bunce, 1998; Chaves et al., 2009).
Endres (2007) também observou reducdo na condutancia estomatica de plantas irrigadas de
Annona squamosa submetidas ao alto DPV. Além disso, o autor sugere que talvez a alta
demanda por evaporacao tenha efeito prejudicial na abertura estomatica em outras anonaceas
independentemente da hidratacao da planta, o que foi confirmado com as plantas de araticum-
de-terra-fria e de Annona cherimola Mill. e Annona squamosa L. quando Higuchi et al.
(1998) também observaram diminui¢do da condutancia estomatica com o aumento do défice
de pressdo de vapor.

Um mecanismo que poderia explicar a redu¢do da Gs em plantas irrigadas pode ser
aquele no qual o estdmato responde ao DPV por meio do sistema de “feedback™ com base no
efeito da taxa de transpiragdo no estado hidrico da folha, ou no gradiente de potencial hidrico
entre células guarda e outras células epidérmicas (Monteith, 1995; Bunce, 1996).

Além da reducdo da condutancia estomatica, que poderia aumentar a resisténcia a
perda de dgua, o alto DPV também teve influencia no aumento da taxa de transpiracao de 4.
emarginata das plantas mantidas sob irrigacdo, cujos maiores valores foram observados no
periodo das 10, 11 e 12h (Tabela 1 e Figura 4C). Durante o periodo da estagdo seca do ano
Endres (2007), relatou que com o aumento do défice de pressdo de vapor ocorreu a queda da
condutancia estomatica de Annona squamosa e aumento da transpiracdo das plantas que
estavam bem hidratadas, o que demonstrou o efeito positivo do défice de pressdo de vapor

sobre a transpiragdo. Baixos valores de DPV melhoram o estado hidrico da planta, refletindo
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em menor taxa de transpiracdo, maior potencial hidrico foliar e maior taxa de expansao foliar
(Liu et al., 2006).

Estudos mostram que o controle estomatico ndo ¢ governado apenas por fatores
ambientais mas também pelo efeito desses fatores induzindo sinais quimicos nas plantas para
a producdo de substancias como o acido abscisico (Moriana et al., 2002; Tognetti et al., 2004;
Romero e Botia, 2006 e Chaves et al., 2009). Porem, Assmann et al. (2000) encontraram que
o aumento do DPV fecha o estomato em plantas mutantes de Arabidopsis thaliana que sido
ABA deficiente e ABA insensivel, mostrando que em algumas espécies € necessario recorrer
a visdo mais tradicional de que o ar seco tem efeito mais direto no turgor da célula guarda e
ou epidérmica.

Tem sido proposto que tanto fatores estomaticos (resisténcia a entrada de CO,) como
fatores ndo estomaticos (baixa atividade enzimatica na assimilagdo de CO,,) podem ser as
principais causas da redu¢do da assimilagdo de carbono, sendo reflexos das mudancas dos
padrdes de condutancia estomatica e carbono interno (Farquhar e Sharkey, 1982; Mielke et
al., 2003; Herrera et al., 2008).

Se o carbono interno e condutdncia estomatica decrescem simultaneamente, a
assimilag@o ¢ limitada principalmente pela redu¢do da condutancia estomatica (Cramer et al.,
2007; Yan et al., 2010). Em contraste, se a condutancia estomatica decresce mas o carbono
interno aumenta ou apresenta-se constante, o decréscimo da assimilacdo pode ser atribuido a
fatores ndo estomaticos (Yan et al., 2010). Além disso, a avaliagdo da relagdo A/Ci também
permite a diferenciagdo entre a limitacao estomatica e ndo estomatica (Ennahli e Earl, 2005).

A reducgdo da assimilagdo observada a partir das 12h nas plantas de araticum-de-terra-
fria, em ambos os tratamentos, parece ter como uma das causas, fatores ndo estomaticos, uma
vez que neste periodo a condutancia estomatica dos dois tratamentos ao longo do tempo
apresentou baixos valores. O carbono interno apresentou altos valores a partir das 12h nas
plantas reidratadas e valores constantes de Ci nas plantas irrigadas, com excec¢ao das 14h onde
houve aumento da Ci. Isso resultou em uma baixa eficiéncia de carboxilagao principalmente a
partir do meio dia, momento em que houve redu¢do da assimilacdo de CO, (Figura 4A, 4B,
4D, 4F e tabela 1).

A limitagdo ndo estomadtica inclui tanto a reducdo da condutancia do mesofilo como a
limitacdo fotoquimica e enzimatica (Grassi ¢ Magnani, 2005; Galmés et al., 2007a), podendo
ocorrer a inibi¢do ou a baixa regulacdo da fotossintese (Ennahli e Earl, 2005). A condutancia
do mesofilo compreende os componentes fisicos (solubilidade do CO,, area de superficie

apoplastica e rotas simplasticas do CO,) e metabolicos (anidrase carbonica) (Pinheiro e
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Chaves, 2011). Além disso, tem se mostrado que o défice hidrico pode reduzir
substancialmente a condutancia do mesofilo (Flexas et al., 2008), entretanto em geral a
condutancia do mesofilo ¢ menos sensivel ao estresse hidrico do que a condutancia estomatica
(Bunce, 2009). A importancia da limitagdo da condutancia do mesofilo ainda esta sob debate,
com criticas decorrentes de questdes metodologicas relacionadas a estimagdo da concentragdo
intercelular de CO, ou da concentragdo de CO, do cloroplasto (Bunce, 2009; Lawlor e Tezara,
2009).

Em algodao submetido ao estresse hidrico seguido de reidratacdo Ennahli e Earl,
(2005) wverificaram substancial recuperacdo da maioria dos paramentros apos 24 de
reidratacdo, no entanto a assimilagdo de carbono, o rendimento quantico efetivo, a taxa de
transporte de eletrons e a relacdo da assimilagdo de carbono com a concentragdo de carbono
no cloroplasto (A/Cc) permaneceu significativamente baixa indicando a limitagdo da
recuperagdo da assimilagdo de carbono por fatores ndo estomaticos. No entanto, a reducao da
relacdo A/Cc ndo necessariamente significa que ocorreu injuria no aparato fotossintético,
podendo simplesmente representar uma baixa regulacdo da capacidade fotossintética em
virtude da baixa concentracdo de CO; no cloroplasto (Escalona et al., 1999).

Neste estudo, a A/E de A. emarginata ao longo das horas do tratamento reidratado
apresentou os maiores valores no periodo das 9, 10 e 11h, ja o tratamento irrigado apresentou
alta A/E apenas no periodo das 9 e 10h.

Segundo Bogeat-triboulot et al. (2007), Gallé et al. (2007) e Galmés et al. (2007a),
apesar da baixa condutancia limitar a recuperagdo da fotossintese a A/E aumenta. Porem esse
comportamento possui uma desvantagem para a fotossintese, pois com a baixa condutancia
ocorre menor entrada de carbono e assim menor aproveitamento da capacidade fotossintética,
uma vez que em algumas espécies como Vitis berlandieri X V. rupestris a manutencdo da
baixa condutancia estomatica apos a reidratacdo pode durar semanas (Galmés et al., 2007c).
Em Quercus pubescens a recuperacdo da condutincia estomatica foi ligeiramente retardada
durante as primeiras duas semanas de reidratacdo, o que resultou no aumento da eficiéncia
intrinseca do uso da 4agua (Gallé et al., 2007).

Neste estudo o estresse hidrico severo causou a redugdo na atividade da SOD e POD
(Tabela 2) tanto em folhas como em raizes no tratamento Suspensio de Irrigagdo. E possivel
que o défice hidrico severo tenha influenciado na reducdo da atividade da SOD e POD.
Embora a atividade destas enzimas ndo tenha sido avaliada sob défice hidrico leve e
moderado ¢ possivel que a atividade destas tenha sido alta nesses niveis de estresse. Pois em

duas variedades de Triticum aestivum L., uma tolerante a seca (HF9703) e a outra sensivel a
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seca (SN215953) foi verificado que na variedade tolerante a seca a atividade da ascorbato
peroxidase e da catalase apresentaram aumento quando estava sob estresse leve. No entanto,
com o aumento do estresse a atividade da ascorbato peroxidase reduziu ao nivel do controle
enquanto na catalase houve reducdo em relagdo as irrigadas. Ja a variedade sensivel ao
estresse houve reducdo da atividade de ambas as enzimas em relacdo as irrigadas (Ma et al.,
2006). Além disso, em Picea abies (L.) Karst. submetida ao estresse hidrico severo também
ndo foi observado diferenca na atividade da SOD e da guaiacol POD em relacdo as plantas
bem hidratadas (Blodner et al., 2005).

Os mecanismos de desintoxicacdo das EROs existem em todas as plantas e podem ser
classificadas como enzimaticas: Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato
peroxidase (APX), peroxidase (POD), glutationa redutase (GR) e monodeidroascorbato
redutase (MDAR), e ndo enzimdticos: flavonoides, antocianinas, carotenoides e dacido
ascorbico. O grau de atividade das enzimas antioxidantes e o aumento do montante de
antioxidantes sob estresse hidrico ¢ extremamente varidvel entre varias espécies de plantas e
mesmo entre dois cultivares da mesma espécie (Reddy et al., 2004).

Embora a atividade da SOD e POD tenha sido reduzida sob défice hidrico severo, o
conteudo de malondialdeido (Tabela 3) entre os trés tratamentos ndo apresentou alteragao
tanto em folhas como em raizes. Isso indica que ndo houve danos as membranas ocasionados
pelo acumulo de EROs, uma vez que o MDA, um produto da peroxidacao lipidica tem sido
considerado um indicador de dano oxidativo (Calatayud et al., 2002; Moller et al., 2007).
EROs sdo capazes de iniciar uma reagdo em cadeia nos acidos graxos poli-insaturados que
levam a peroxidacdo de lipidios (Montillet et al., 2004). A extensdo da peroxidagdo de
lipidios representada pelo contetdo de MDA reflete o estado e a integridade das membranas

nas células vegetais (Calatayud et al., 2002).

Conclusio

Embora a espécie A. emarginata tenha apresentado recuperacdo da atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) apos a reidratacdo e nio tenha sido
detectada peroxidacgdo lipidica causada pelas espécies reativas de oxigénio, as trocas gasosas
tiveram capacidade de recuperagdo parcial apos o estabelecimento de estresse hidrico por falta

de agua.
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Resumo - O presente estudo teve como objetivo avaliar a tolerancia do aparato fotoquimico
de plantas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ao estresse hidrico por falta de dgua
seguido de reidratacdo. O experimento foi implantado em blocos casualizados com trés
tratamentos (Irrigagdo, Suspencdo de Irrigacdo e Reidratacdo) e quatro repeticdes de seis
plantas por parcela totalizando 24 plantas. Destas, 12 foram submetidas apenas a suspensdo de
irrigagdo para monitoramento semanal do conteudo relativo de 4gua na folha (CRA). As
outras 12 foram utilizadas para avalia¢des de fluorescéncia da clorofila @ aos 32 DAIT (Dias
Ap6s o Inicio dos Tratamentos ou seis dias antes da reidratacdo) nos tratamentos Irrigagdo e
Suspensdo de Irrigacdo e aos 44 DAIT (seis dias depois da reidratagdo) nos tratamentos
Irrigacao e Reidratacdo. Os dados de fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro (F,),
fluorescéncia maxima da folha adaptada ao escuro (Fy) e rendimento quantico maximo
(Fv/Fm) foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste Tukey a
5% de probabilidade, as médias das demais varidveis foram apresentadas com desvio padrao.
Aos 31 DAIT o CRA foi reduzido para 82% com recuperacdo aos 44 DAIT (90%). No
entanto, aos 32 DAIT e 44 DAIT nao foram observados danos ao fotossistema II devido a
ocorréncia de recuperagdo do Fy/Fy no periodo das 17h em relacdo as 12h o que caracterizou
a ocorréncia de fotoinibicdo dindmica, além disso, os valores de Fy/Fy as 5h e 17h ficaram
acima de 0,7 considerado como valor limite para a fotoinibicdo. Também ndo foram
observadas alteragdes no padrao do rendimento quantico efetivo, “quenching” fotoquimico e
taxa de transporte de elétrons em todos os tratamentos. A maior propor¢do do rendimento
quantico da perda de energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II (JNPQ) em relagdo
ao rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no fotossistema II
(dNO) indicou maior capacidade de fotoprote¢do. Desta forma, a espécie A. emarginata
apresenta o aparato fotoquimico tolerante ao estresse hidrico, uma vez que ndo foram
verificadas alteracdes no nivel de eficiéncia fotoquimica entre plantas mantidas sob irrigagao
e reidratadas apods o estabelecimento do estresse.

Palavras-chave: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, fotossintese, fotossistemas.
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Abstract - The present study aimed to evaluate the tolerance of the photochemical apparatus
of Annona emarginata plants to water stress due lack of water followed by rehydration. The
experiment was implanted in a randomized block design with three treatments (Irrigation,
Suspension of Irrigation and Rehydration) and four replicates of six plants per plot totaling 24
plants. Of these, 12 were subjected only to suspension of irrigation for weekly monitoring of
the relative water content in leaf (RWC). The others 12 were used for evaluation of
chlorophyll a fluorescence at 32 DATB (Day After Treatments Beginning or six days before
rehydration) in Irrigation and Suspension of Irrigation treatments and at 44 DATB (six days
after rehydration) in Irrigation and Rehydration treatments. The data of minimum leaf
fluorescence under dark (F,), maximal leaf fluorescence under dark (Fy), maximum quantum
yield (Fv/Fy) were submitted to analysis of variance and means were compared by Tukey test
at 5% probability, the averages of remaining variables were presented with standard
deviation. At 31 DATB the RWC was reduced to 82% with recovery at 44 DATB (90%).
However, at 32 and 44 DATB were not observed photosystem Il damage due to occurrence of
Fyv/Fum recovery during the period from 17h in relation to 12h characterizing the occurrence of
dynamic photoinhibition, moreover, the values of Fy/Fy at Sh and 17h were above 0,7
considered as threshold for photoinhibition. Were also not found changes in the pattern of the
effective quantum yield, photochemical quenching and electron transport rate in all
treatments. The largest proportion of the quantum yield of regulated non-photochemical
energy loss in PS II (§NPQ) in relation to the quantum yield of non-regulated non-
photochemical energy loss in PS II ($§NO) indicated a greater ability to photoprotection.
Therefore, the species 4. emarginata presents the photochemical apparatus tolerant to water
stress, since no changes were observed in the level of photochemical efficiency between
plants grown under irrigation and rehydrated after the establishment of stress.

Keywords: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, photosynthesis, photosystems.
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Introduciao

As espécies do género Annona podem apresentar importancia na medicina popular
contra febre, colicas, diarreia, problemas digestivos; acdo na agricultura como inseticida
natural, ornamental, recupera¢ao de ares degradadas e alimento para animais pertencentes a
fauna local (Mittal et al., 2010; Okoye et al., 2012).

A necessidade de se obter pomares homogéneos de anondceas, com elevada
produtividade e com frutos de qualidade comprovada, tem levado os produtores de mudas a
evitarem o uso da propagacdo sexuada (Ferreira et al., 2013). Métodos vegetativos, como
estaquia, mergulhia, enxertia (garfagem ou borbulhia) e micropropagagcdo podem ser
utilizados (Kitamura et al., 2004; Lee et al., 2010; Lemos, 2013; Scaloppi Junior e Martins,
2013).

Apds observagdes a campo e devido a necessidade de encontrar portaenxertos
adequados para a atemdia, Tokunaga (2005), Bettiol Neto et al. (2006) e Ferreira et al.,
(2013) sugerem que o araticum-de-terra-fria (Annona emarginata) possui tolerancia
satisfatoria a podridoes de raiz e colo causadas por Phytophthora nicotianeae var. parasitica,
Pythium sp. e Rhizoctonia solani e menor atratividade as brocas que atacam o colo das plantas
(Bettiol Neto et al., 2006), além de boa compatibilidade com a atemoia. De acordo com
Tokunaga (2005), esta espécie apresenta tolerancia a solos com falta d’4gua, sendo indicado
como alternativa adequada de enxertia para este tipo de solo.

O estresse hidrico ¢ um dos fatores que afetam a assimilagdo fotossintética, assim
como nutricdo e regime de luz. Mudangas na taxa de assimilagdo de CO, refletem de
mudancgas na condutincia estomatica e capacidade fotossintética do mesofilo (Caemmerer e
Farquhar, 1981; Medrano et al., 2002; Ditmarova et al., 2010). Sendo assim, a limitagdo na
assimilagcdo de CO, imposta por um fechamento estomatico pode promover um desequilibrio
entre a atividade fotoquimica no fotossistema Il e a exigéncia de elétrons para a fotossintese,
o que leva a excitagdo e consequentemente um dano fotoinibitério do centro de reagdo do PSII
(Manes et al., 2001; Santos et al., 2006).

Plantas frequentemente encontram niveis de luz que excedem sua capacidade
fotossintética, especialmente quando sua capacidade para a fixacdo do CO, ¢ reduzida por
condigdes de estresse (Zhou et al., 2007). O excesso de energia pode causar fotoinibicdo e
mesmo danos severos ao aparato fotossintético (Sanda et al., 2011; Wu e Bao, 2011). A acdo
sinérgica do alto nivel de irradiagdo e estresse hidrico reduz a capacidade do sistema
fotossintético de utilizar a radiagdo incidente, levando a um aumento no grau de dano ao

aparato fotossintético (Foyer et al., 1994; Wingler et al., 2000).
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Sob condi¢des de défice hidrico, a auséncia de dgua induz ao fechamento estomatico
(Chaves, 1991; Medrano et al., 2002; Pompelli et al., 2010). Portanto, devido ao
correspondente aumento da resisténcia, a concentracdo de CO, dentro da folha tem tendéncia
de cair e como resultado desta menor concentragdo menos NADPH ¢ ATP sao consumidos
dentro do ciclo de Calvin. Consequentemente, a concentragio de NADP™ e assim os
potenciais aceptores de elétrons para a cadeia transportadora de elétrons decresce (Gratdo et
al., 2005; Selmar e Kleinwichter, 2013). Em consequéncia, os elétrons poderiam ser
transferidos para o oxigénio, produzindo radicais superdxido, denotado como reagdo de
Mehler ou ciclo dgua-agua (Hideg et al., 1995; Chen et al., 2004).

Sob essas condig¢des desfavoraveis, as plantas desviam a luz absorvida para outros
processos, como dissipagdo térmica para proteger o aparato fotossintético (Demmig-Adams e
Adams, 1996). A eficiéncia fotoquimica sob seca pode ser monitorada pela mensuragdo da
fluorescéncia da clorofila a para avaliar o funcionamento fotossintético (Osmond et al., 1999;
Maxwell e Johnson, 2000).

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a tolerancia do aparato fotoquimico de
plantas de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer ao estresse hidrico por falta de 4gua

seguido de reidratagdo.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no Departamento de Botanica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) Campus
de Botucatu-SP (22° 53” S, 48° 26’ O), no periodo de setembro a outubro de 2012.

Delineamento experimental

O experimento foi implantado em blocos casualizados com trés tratamentos (Irrigacao,
Suspensdo de Irrigagdo e Reidratagdo) e quatro repeticdes de seis plantas por parcela,
totalizando 24 plantas. Destas, 12 plantas foram utilizadas para as avaliagdes de fluorescéncia
da clorofila a empregando-se uma planta por repeticdo de cada tratamento. As outras 12
plantas foram submetidas apenas a Suspensdo de Irrigacdo para o monitoramento semanal do

conteudo relativo de agua na folha.

Condi¢oes ambientais
No interior da casa de vegetacdo as plantas estavam sob sombrite 50% de luz, onde a

densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF) medida semanalmente as 10h, apresentou
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uma média de 757 pmol m? s'. As médias dirias de temperatura, umidade e défice de
pressdo de vapor do ar desde o inicio dos tratamentos até o final (45 DAIT) estao

apresentadas nas figuras 1A, 1B e 1C respectivamente.
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Figura 1: Médias de temperatura do ar (Fig. 1A) diurna (circulo branco) e noturna (circulo
preto), umidade relativa do ar (Fig. 1B) diurna (circulo branco) e noturna (circulo preto) e
défice de pressdo de vapor do ar diurna (Fig. 1C) desde o inicio dos tratamentos até o final (45

DAIT).

Controle da irrigagdo

O monitoramento da perda de dgua do substrato (vermiculita de textura média) foi
realizado conforme Thameur ef al. (2012) por meio da pesagem dos vasos (Kg) ao longo do
tempo, comparado com a massa (Kg) dos mesmos quando irrigados até a capacidade méaxima
de retencdao de 4agua (100%), condicdo em que os vasos foram irrigados até a ocorréncia de
percolacdo e posteriormente mantidos durante a noite para a saida do excesso de agua. Nesse
periodo, a superficie do vaso foi vedada para evitar evaporacdo. Na manha seguinte 0s vasos
eram pesados e as massas obtidas foram utilizadas como as suas massas na capacidade
maxima de retengdo de agua (100%). Esses dados foram usados para calcular o conteudo de
agua no substrato (CAS) pela formula: CAS=(MV atamento/ M V100%)* 100 (Varone et al., 2012),
duas vezes por semana em cada tratamento.

Os vasos foram mantidos com sua maxima retencdo de agua até 524 dias apos a
semeadura quando foi dado inicio aos tratamentos. No tratamento Irrigacdo foram realizadas
duas irrigacdes por dia para manter a massa do vaso entre 90 e 100% da sua capacidade de
retengdo inicial (100%). No tratamento Suspensao de Irrigagdo houve interrupcao da irrigacao
aos 524 dias apos a semeadura, quando foi considerado o inicio dos tratamentos. A suspensao
da irrigacdo teve dura¢do de 45 dias (Dias apds inicio dos tratamentos - DAIT), dos 524 aos

569 DAIT. A reidratacdo no tratamento Reidratacdo foi realizada apds observacao visual da
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murcha das folhas (73% de conteudo relativo de dgua na folha, observado aos 38 DAIT), aos

38 DAIT quando o conteudo de dgua no substrato era de 28%.

Conteudo relativo de agua nas folhas (CRA)

A cada semana foi retirada uma folha completamente expandida do segundo ou
terceiro n6 de uma planta por repeticdo para avaliar o contetido relativo de agua na folha
(CRA), das plantas sob suspensdo de irrigacdo (monitoramento).

Para a avaliacdo foram utilizados dois quadrados (2cm x 2cm) de uma folha madura
por repeticdo que foram pesados para determina¢do da massa fresca (MF). Logo apds a
pesagem as amostras foram imersas em agua deionizada por quatro horas para a determinagao
da massa turgida (MT). Apos esta determinacdo, as amostras foram levadas para estufa de
circulagdo for¢ada de ar a 70°C até atingirem massa constante para a determina¢do da massa

seca (MS). Os valores das massas obtidas foram usados na formula proposta por Weatherley

(1949), CRA=(MF-MS)/(MT-MS)*100, para a determinagdo do CRA.

Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-se um fluordémetro de pulso
modulado (JUNIOR-PAM, Walz®). As medidas foram realizadas em dois momentos, nos
tratamentos Irrigagdo e Suspensdo de Irrigagdo aos 32 DAIT, seis dias antes da reidratagdo, e
nos tratamentos Irrigacdo e Reidratagdo aos 44 DAIT, seis dias apos a reidratacdo. Em ambos
os momentos as avaliagdes foram realizadas no periodo das Sh, 12h e 17h. Com exce¢do do
periodo das 5h as folhas foram aclimatadas a um periodo de 30 minutos no escuro cobrindo-as
com papel aluminio. Em seguida, um pulso de saturagdo de 10000 pmol m™s” de DFFF com
0.6s foi aplicado para a obtencdo da Fy, (fluorescéncia maxima adaptada ao escuro) e Fy,’
(fluorescéncia maxima adaptada a luz). Além da fluorescéncia maxima da folha adaptada a
luz e ao escuro, também foram obtidos os valores da F,’ (fluorescéncia minima adaptada ao
escuro) ¢ F,” (fluorescéncia minima adaptada a luz). Entre cada pulso de saturagdo foram
dados oito pulsos de luz actinica de 125, 190, 285, 420, 625, 820, 1150 e 1500 pmol m?s™! de
DFFF de 15 segundos de duragao.

Por meio da Fy, Fo, Fiy’ € F,” foram calculados o rendimento quantico maximo (F,/Fy,)
(Kitajima e Butler, 1975), rendimento quantico efetivo (¢PSII) (Genty et al, 1989),
“quenching” fotoquimico (qP) (Schreiber et al., 1986), “quenching” ndo fotoquimico (NPQ)
(Bilger e Bjorkman, 1990), taxa de transporte de elétrons (ETR), considerando que 84% da

luz seja absorvida pela clorofila, com 50% dos fotons ativando a clorofila do fotossistema II e
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50% o fotossistema I, rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica nao regulada
no fotossistema II ($NO) (Klughammer e Schreiber, 2008) e rendimento quantico da perda de
energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II ($NPQ) (Klughammer e Schreiber,

2008).

Resultados

Estado hidrico da planta

Os vasos nos quais suspendeu-se a irrigagdo para a imposicdo do estresse hidrico
(tratamento Suspensado de Irrigacdo), alcangaram 34% de H,O aos 31 DAIT (Figura 2A) e nas
folhas o conteudo relativo de agua foi reduzido de 89% no tratamento Irrigagdo para 82% no
tratamento Suspensdo de Irrigacdo aos 31 DAIT (Figura 2B).

Apods a reidratacdo, realizada 38 DAIT, foi observado que com o aumento da
quantidade de agua no substrato (99%) (Figura 2A) o conteudo relativo de 4dgua na folha,
alcangou 90% aos 44 DAIT (Figura 2B), assim como estava no momento de implanta¢ao dos

tratamentos.
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Figura 2: Monitoramento do conteudo de 4gua no substrato (CAS) (%) (2A) para os
tratamentos Irrigagdo (barra preta), Suspensdo de Irrigacdo (barra cinza clara) e Reidratacao
(barra cinza escuro indicada com asterisco) e conteudo de dgua na folha (CRA) (%) (2B) para
os tratamentos Suspensdo de Irrigacdo durante os 38 DAIT (circulo preto) e Reidratacdo aos

44 DAIT (circulo branco). Desvio padrdo indicado pelas linhas verticais.
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Fluorescéncia da clorofila a
Os dados obtidos com as medidas da fluorescéncia da clorofila a aos 32 DAIT (6 dias
antes da reidratacdo) e aos 44 DAIT (6 dias depois da reidratagdo) estdo na tabela 1 e figuras

3A, 3B, 3C, 3D, 4A, 4B, 4C, 4D, 5A ¢ 5B.

Tabela 1: Média do rendimento quantico maximo (Fv/Fy), fluorescéncia maxima da folha
sob escuro (Fu) e fluorescéncia minima da folha sob escuro (F,) de plantas de 4. emarginata
submetidas a irrigagdo e suspensdo de irrigacdo seis dias antes da reidratacdo (32 DAIT), e em

plantas submetidas a irrigagdo e reidratacdo seis dias apds a reidratacdo (44 DAIT) as 5, 12 e
17h.

32 DAIT Fv/Fm Fum Fo
Susp. de Susp. de Susp. de
Irrigacdo  Irrigacdo Irrigacdo Irrigacdo Irrigacdo Irrigacio
Sh 0.789 Aa*  0.751 Ba 1325 Aa 1153 Ba 280 Aa 284 Aab
12h 0.698 Ab 0.691 Ab 948 Ab 989 Aab 286 Aa 305 Aa
17h 0.760 Aa 0.750 Aa 1016 Ab 937 Ab 245 Aa 234 Ab

44 DAIT Fv/Fy Fu Fo
Irrigacdo Reidratacdo Irrigacio Reidratacido Irrigacdo Reidratacio
5h 0.780 Aa 0.747Ba 1053 Aa 1032 Aa 230 Aa 262 Aa
12h 0.711 Ab 0.670 Bb 1021 Aa 997 Aa 294 Aa 327 Aa

17h 0.753 Aa 0.728 Aa 984 Aa 966 Aa 243 Aa 262 Aa
*Médias seguidas por letras maiusculas comparam os tratamentos, letras minusculas

comparam as horas das avaliagdes dentro de cada tratamento pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

O rendimento quantico maximo (Fy/Fy) e a fluorescéncia maxima da folha adaptada a
condi¢do de escuro (Fy) (Tabela 1) do araticum-de-terra-fria aos 32 DAIT apresentaram
maiores valores somente as Sh quando as plantas se mantiveram submetidas a Irrigacdo. Ja a
fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro (F,) ndo diferiu entre os tratamentos em
nenhuma das horas. O Fy/Fy, a Fy ¢ a F, também nao diferiram as 12 e 17h entre os
tratamentos (Tabela 1).

No 44° DAIT houve diferenga no rendimento quantico maximo (Fy/Fy) entre as
plantas irrigadas e reidratadas as 5 e 12h, no entanto, ndo foi observado diferenca na Fy e F,
entre os tratamentos nos trés periodos (Tabela 1).

Ao longo do tempo, tanto os tratamentos Irrigacdo e Suspensdo de Irrigacdo aos 32

DAIT como os tratamentos Irrigacdo e Reidratagdo aos 44 DAIT apresentaram redugdo do
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Fv/Fm as 12h seguido de aumento as 17h (Tabela 1). Desta forma, plantas irrigadas, em
suspensdo de irrigacdo e reidratadas apresentaram fotoinibi¢do dindmica ocasionada pelo
aumento da DFFF as 12h, sendo 720 pmol m™ s aos 32 DAIT e 800 umol m™” s™ aos 44
DAIT.

De modo geral o rendimento quantico efetivo ($PSII) e o “quenching” fotoquimico
(qP) (Figura 3A e 3B) das plantas submetidas a suspensdo de irrigacdo apresentaram o mesmo
padrdo que as plantas irrigadas aos 32 DAIT conforme aumento da DFFF. Aos 44 DAIT as
mesmas variaveis também apresentaram o mesmo padrio, embora de 190 a 420 pmol m™ s™
apresentaram maior rendimento quantico efetivo e as médias foram proximas a partir da
DFFF de 625 pmol m™ s™.

A taxa de transporte de elétrons (ETR) das plantas em suspensdo de irrigacao (Figura
3C), aos 32 DAIT, ndo sofreu reducdo ou estabilizagdo com o estresse imposto ocorrendo
inclusive aumento da ETR com o aumento da DFFF quando comparado com as plantas
irrigadas. O mesmo foi observado para as plantas reidratadas aos 44 DAIT, sendo observado
um padrao semelhante as irrigadas onde a ETR de ambos os tratamentos aumentaram com o
aumento da DFFF (Figura 4C).

O “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) das plantas submetidas a suspensdo de
irrigacdo (32 DAIT) (Figura 3D) apresentou reducdo com o aumento da DFFF quando
comparado com as plantas irrigadas, o que demonstrou uma menor dissipagdo de energia na
forma de calor nas plantas sob suspensdo de irrigacdo. No entanto, o NPQ das plantas

reidratadas (44 DAIT) (Figura 4D) apresentaram recuperacao em relagdo as plantas irrigadas.
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Figura 3: Fluorescéncia da clorofila a submetida a 8 pulsos de luz actinica (125, 190, 285,
420, 625, 820, 1150, 1500 pmol m™ s™) seis dias antes da reidratagio (32 DAIT) nos
tratamentos Irrigagdo (circulo preto) e Suspensdo de Irrigagcdo (circulo branco). Rendimento
quantico efetivo (¢PSII) (3A), “quenching” fotoquimico (qP) (3B), taxa de transporte de
elétrons (ETR) (3C) e “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) (3D). Linhas verticais

representam o desvio padrao.
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Figura 4: Fluorescéncia da clorofila a submetida a 8 pulsos de luz actinica (125, 190, 285,
420, 625, 820, 1150, 1500 umol m™ s™) seis dias depois da reidratagio (44 DAIT) nos
tratamentos Irrigagdo (circulo preto) e Reidratacdo (circulo branco). Rendimento quantico
efetivo (PSII) (4A), “quenching” fotoquimico (qP) (4B), taxa de transporte de elétrons
(ETR) (4C) e “quenching” nao fotoquimico (NPQ) (4D). Linhas verticais representam o

desvio padrao.

O rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada no
fotossistema II () NO) foi maior nas plantas sob suspensdo de irrigacdo (Figura 5A), 32 DAIT,
a partir da DFFF de 190 pmol m™ s™ o que indicou maior dissipagdo de energia por perdas
constitutivas nesse tratamento do que nas irrigadas. Ja no rendimento quéntico da perda de
energia ndo fotoquimica regulada no fotossistema II ($NPQ) do tratamento Suspensdo de

Irrigacao foi observado reducdo em relacdo as plantas irrigadas, também a partir da DFFF de
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190 pmol m? s'. Aos 44 DAIT, tanto o tratamento Irrigagdo como o Reidratacdo
apresentaram recuperacdo do NO e $NPQ, ndo sendo observada grande diferenca entre os
dois tratamentos (Figura 5B).

Embora as plantas em suspensao de irrigagdo tenham apresentado reducdo do NPQ e
consequente reducdo da dissipacdo do excesso de energia como calor. Houve maior propor¢ao
do ¢NPQ do que do $NO tanto nas plantas submetidas a suspensdo de irrigacdo como nas

plantas reidratadas, o que indica maior capacidade de fotoprotecdo (Figura SA e 5B).
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Figura 5: Média do rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica ndo regulada
no fotossistema II (§NO) e do rendimento quantico da perda de energia ndo fotoquimica
regulada no fotossistema II (§NPQ) em fun¢do da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos
(DFFF) nos tratamentos Irrigacdo e Suspensdo de Irrigacdo seis dias antes da reidratagdo (32
DAIT) (5A) e seis dias depois da reidratagdo (44 DAIT) (5B). Barras verticais indicam o

desvio padrao.

Discussiao

A queda constante no conteido de agua do substrato de 90 a 100% para 34% dos
vasos sob suspensdo de irrigagdo (Figura 2A) refletiu na redugdo do conteudo relativo de dgua
nas folhas do araticum de 89 para 82% (Figura 2B), e esta proximo de valores entre 80 e 60%

relatados por Hewitt et al. (1985) para plantas sob estresse hidrico.
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A reducdo no contetido de agua das folhas de 89% para 82% provocou alteracdes
significativas entre Irrigacdo e Suspencdo de Irrigacdo as 5Sh, no rendimento quantico
maximo, e mesmo apos reidratacdo essa diferenca continuou a ser observada entre Irrigacao e
Reidratacdo. Assim plantas sob suspenc¢do de irrigagdo tiveram redugdo do Fy/Fyv em fungdo
do estresse, enquanto as diferengas observadas entre irrigadas e reidratadas pode ter sido
devido ao fato de ainda ndo terem se recuperado totalmente do estresse imposto, uma vez que
o rendimento quantico maximo (Fy/Fv) ¢ amplamente usado para detectar perturbagdes
induzidas pelo estresse no aparato fotossintético (Maxwell e Johnson, 2000; Baker e
Rosenqvist, 2004). A fluorescéncia maxima da folha sob escuro (Fy) também ¢é conhecida por
diminuir devido a baixa temperatura ou outros estresses abidticos (Prakash et al., 2003;
Pietrini et al., 2005).

Deste modo, em A. emarginata a reducdo do Fy/Fy e da Fy as Sh nas plantas sob
suspensao de irrigacdo e do Fy/Fy as 5 e 12h nas plantas sob reidratacdo quando comparadas
com as irrigadas, além da reducdo desta mesma varidvel em todos os tratamentos no periodo
das 12h (Tabela 1), ¢ um reflexo da reducdo da habilidade do PSII em reduzir o aceptor
primario Qa (quinona A) (Calatayud e Barreno, 2001). No entanto, mesmo com a diferencga
do Fy/Fym entre os tratamentos aos 32 DAIT e 44 DAIT no periodo das 5h (Tabela 1), os
valores de Fy/Fy ficaram acima de 0,7 considerado como valor limite para o dano por
fotoinibicdo como afirmam Bjorkman e Demmig, (1987) sendo assim, ndo foi observado
danos ao PSII.

A redugdo do Fy/Fy observada em todos os tratamentos no periodo das 12h (Tabela
1), momento de alta DFFF, com consequente aumento as 17h, momento de baixa DFFF,
indica a ocorréncia da fotoinibicdo dindmica, considerada uma inibi¢ao reversivel do PSII
(Tyystjarvi, 2013). A fotoinibi¢do dinamica ocorre quando a intensidade de luz ¢ alta e
também quando existe um equilibrio entre a fotoinibicdo e o ciclo de reparo do PSII, levando
a uma baixa atividade do PSII sob condigdes de alta luminosidade (Campbell e Tyystjérvi,
2012). O efeito da fotoinibi¢ao dindmica é tempordario e a eficiéncia quantica pode retornar ao
seu valor inicial mais alto, quando o fluxo fotdnico decresce (Taiz e Zeiger, 2004). Por isso, a
restauragdo noturna da atividade do PSII, que teve baixa regulagdo no periodo do meio dia,
indica a reversibilidade da fotoinibicdo deste periodo, implicando na preservagdo da
funcionalidade do aparato fotossintético ou pelo menos nos rapidos mecanismos de reparo
(Gallé et al., 2007).

De acordo com Gilmore et al. (1996) a fluorescéncia minima da folha sob escuro (Fo)

aumenta quando o aparato fotoquimico estd danificado. Pérem, o Fo neste estudo ndo
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apresentou diferenca entre os tratamentos Irrigacdo e Suspencdo de Irrigagdo e entre os
tratamentos Irrigacdo e Reidratagdo no periodo das 5, 12 e 17h (Tabela 1). Isto contribuiu para
enfatizar a auséncia de dano ao PSII, uma vez que o aumento desta varidvel serve como um
indicativo de que houve dano ao centro de reacdo do PSII (Ouzounidou, 1993; Zlatev e
Yordanov, 2004; Efeoglu et al., 2009), pois o efeito do estresse causa inibicdo do ciclo de
reparo do PSII em especial a proteina D1 (Hakala et al., 2005; Ohnishi et al., 2005;
Nishiyama et al., 2006).

As plantas frequentemente encontram niveis de luz que excedem sua capacidade
fotossintética, especialmente quando sua capacidade para a fixacdo do CO, ¢ reduzida por
condigdes de estresse (Zhou et al., 2007). O excesso de energia pode causar fotoinibicdo e
mesmo danos severos ao aparato fotossintético (Sanda et al., 2011; Wu e Bao, 2011). No
entanto, neste estudo as plantas de 4. emarginata estiveram sob reducao de 50% da luz onde a
DFFF aos 32 DAIT foi de 720 pmol m™ s™, isso pode ter refletido nos valores proximos do
rendimento quantico efetivo ($PSII) observados entre os tratamentos Irrigagdo e Suspensao de
Irrigacao (Figura 3A), pois ndo houve danos por excesso de energia luminosa, o que poderia
reduzir o ¢PSII do tratamento Suspensdo de Irrigagdo. Da mesma forma, em
Mesembryanthemum crystallinum L. submetidas ao estresse salino e baixa irradiagdo, bem
como em plantas controle sob baixa irradiagdo, Broetto et al. (2007) também observaram que
o ¢PSII variou pouco durante o experimento e ao longo do dia.

Com a manutencdo do ¢PSII das plantas sob suspensdo de irrigacdo ao nivel das
irrigadas, a taxa de transporte de elétrons (ETR) também apresentou valores proximos entre
esses tratamentos (Figura 3C). A manutencdo da taxa de transporte de elétrons (ETR) pode
estar relacionada com o aumento da atividade dos drenos alternativos e elétrons como a
fotorrespiragdo e o ciclo dgua-agua, onde o aceptor de elétrons da etapa fotoquimica seria o
oxigénio, consumindo assim o excesso de elétrons e protegendo o aparato fotoquimico de
danos (Noctor et al., 2002; Ort e Baker, 2002; Wilhelm e Selmar, 2011), resultando assim em
pequenas ou nenhuma mudanca no ¢PSII (Baker e Rosenqvist, 2004).

Além disso, o aumento da quantidade de NADPH sob estresse hidrico pode influenciar
no aumento da sintese de produtos secundarios. Qualquer aumento da forca redutora muda
todas as reagdes envolvendo o consumo de NADPH para o lado de reducdo do equilibrio.
Consequentemente, sem mudar qualquer atividade enzimatica, a taxa de sintese dos produtos
secundarios altamente reduzidos pode ser aumentada (Nowak et al., 2010; Selmar e
Kleinwéchter, 2013), entre esses produtos estdo isoprenoides, fenois e alcaloides

(Steinbrecher et al., 2006; Selmar, 2008).
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Em Mesembryanthemum crystallinum L. os valores da taxa de transporte de elétrons
(ETR) maxima do tratamento de estresse salino sob baixa irradiagdo apresentaram-se
dispersos no periodo das 9:30 e 14:30h entre os valores do controle sob baixa irradiacao,
demonstrando ndo haver diferenca na ETR maxima entre estes tratamentos sob baixa
irradiacao (Broetto et al., 2007). O transporte de elétrons € consideravelmente tolerante ao
estresse hidrico, variacdes de 20 a 30% (redug@o no transporte de elétrons) entre espécies de
plantas ndo sdo incomuns (Ladjal et al., 2000; Reddy et al., 2004).

O “quenching” ndo fotoquimico (NPQ) da energia de excitagdo representa um
importante mecanismo de fotoprotecdo nas plantas. Uma grande propor¢do de energia ¢
dissipada pelo NPQ que converte a energia luminosa absorvida em calor (Nilkens et al.,
2010). Embora nas plantas submetidas a suspensdo de irrigacdo tenha sido observado redugao
do NPQ (Figura 3D), foi verificado que o rendimento quantico da perda de energia nao
fotoquimica regulada no fotossistema II (§NPQ) tanto dos tratamentos Irrigacdo e Suspensdo
de Irrigacdo aos 32 DAIT (Figura 5SA) como nos tratamentos Irrigacdo e Reidratacdo aos 44
DAIT (Figura 5B) foram maiores do que o rendimento quantico da perda de energia nao
fotoquimica nao regulada no fotossistema II (§NO). Mishra et al. (2012), também observaram
reducdo do NPQ em plantas de tomate do tipo selvagem (cv. UC82b) e transgénicas tolerantes
a seca (DTL-20) submetidas ao estresse hidrico severo.

O ¢NPQ corresponde a fracdo de energia dissipada na forma de calor regulada por
mecanismos de fotoprotecdo. Portanto, altos valores desta varidvel sdo indicativos de alta
capacidade fotoprotetora, enquanto que altos valores de $NO refletem a inabilidade da planta
em se proteger contra danos causados pelo excesso de luz (Kramer et al., 2004; Klughammer
e Schreiber, 2008).

Considerando-se que os valores de Fvy/Fy apresentaram se maiores que 0,7 as Sh e 17h
e a ocorréncia de fotoinibi¢do dindmica em todos os tratamentos. Verifica-se as plantas de
araticum-de-terra-fria (4. emarginata) sao tolerantes ao défice hidrico, pois o aparato
fotoquimico ndo foi danificado sob condi¢des do estresse imposto. Um dos motivos € porque
ndo foi observado diferencas na taxa de transporte de elétrons entre os tratamentos nas
diferentes DFFF. Outro motivo ¢ porque a propor¢ao do NPQ foi maior que o $NO em todos
os tratamentos indicando alta capacidade fotoprotetora. Demonstrando a capacidade da

espécie em tolerar o estresse.
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Conclusio

Com esse estudo podemos concluir que a espécie 4. emarginata apresenta o aparato
fotoquimico tolerante ao estresse hidrico, uma vez que ndo foram verificadas alteragdes no
nivel de eficiéncia fotoquimica entre plantas mantidas sob irrigacdo e reidratadas apos o

estabelecimento do estresse.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os relatos na literatura de que a espécie Annona emarginata apresenta
compatibilidade com atemdia bem como tolerdncia a podriddes de raiz e colo, muitos
produtores de atemdia tem investido na produ¢do de mudas de Annona emarginata para o uso
como portaenxerto. Além disto, também ¢ relatado que o araticum-de-terra-fria ¢ tolerante a
solos secos sendo uma alternativa de portaenxerto para estas condi¢des. No entanto, ndo se
encontra informacgdes nas bases de dados referentes a tolerdncia desta espécie ao estresse
hidrico.

Desta forma, este estudo contribuiu com informacdes valiosas sobre a capacidade de
recuperagdo do araticum-de-terra-fria apos estabelecimento de estresse hidrico por falta de
agua. O que ficou evidente foi que a espécie apresenta capacidade de recuperacio das trocas
gasosas, mesmo que de forma parcial. No entanto, foi avaliada a recuperagdo até cinco dias
apos a reidratagdo, o que podera ser avaliado por mais tempo em outros estudos, a fim de
verificar se com o tempo a recuperacdo passa a ser completa. Além disso, dados de
fluorescéncia e de atividade enzimatica sinalizaram que a espécie € capaz de suportar o
estresse hidrico, o que também sdo fatores importantes de caracterizacdo da espécie como
tolerante a estresses hidricos.

Embora ainda existam muitos fatores importantes que estejam relacionados com a
tolerancia e a capacidade de recuperagdo das plantas que foram submetidas a estresse hidrico
como alteragdes bioquimicas, expressdo de genes de tolerancia, modificacdes anatomicas e
outras alteragdes fisiologicas que ndo foram avaliadas neste estudo, pode-se ressaltar que os
dados obtidos neste estudo servirdo de base para o aprimoramento de estudos sobre a
tolerancia de Annona emarginata ao estresse hidrico assim como explica o porque a espécie €

considerada pelos produtores tolerante a solos com falta de agua.



89

7. CONCLUSOES

Embora a espécie A. emarginata tenha apresentado recuperacdo da atividade das
enzimas superdxido dismutase (SOD) e peroxidase (POD) apds a reidratagdo e ndo
tenha sido detectada peroxidacgdo lipidica causada pelas espécies reativas de oxigénio,
as trocas gasosas tiveram capacidade de recuperagdo parcial apds o estabelecimento de

estresse hidrico por falta de dgua.

Com esse estudo podemos concluir que a espécie 4. emarginata apresenta o aparato
fotoquimico tolerante ao estresse hidrico, uma vez que ndo foram verificadas
alteracdes no nivel de eficiéncia fotoquimica entre plantas mantidas sob irrigacao e

reidratadas apos o estabelecimento do estresse.
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