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RESUMO

BEZERRA, Marlos Alves, D.S., Universidade Federal de Vigosa, novembro de
2000. Trocas gasosas, fluorescéncia e niveis de carboidratos em
cultivares de soja submetidos a défices hidrico e de fésforo. Orientador:

Paulo Roberto Mosquim. Conselheiros: Carlos Alberto Martinez y Huaman e
Fébio Murilo Da Matta.

Plantas de soja (Glycine max (L.) Merril) foram cultivadas em casa de
vegetacdo, em substrato de solo e areia. Os experimentos foram em fatorial 2 x 2
x 2. O primeiro nivel refere-se aos cultivares utilizados (UFV-18 e Doko RC), o
segundo a concentracdo de P (25 mg e 250 mg P dm™ de substrato) ¢ o terceiro, o
estado hidrico da planta (plantas mantidas permanentemente irrigadas e plantas
submetidas a déficit hidrico quando as vagens comegaram a ser formadas - R3).
Um grupo de plantas foi utilizado para a avaliagdo do efeito do déficit hidrico e
um outro grupo para avaliagdo dos efeitos do ressuprimento de agua. Verificou-
se reducdo da taxa fotossintética liquida sob condi¢des de deficit de agua. A
deficiéncia hidrica ndo alterou a eficiéncia quantica do fotossistema II, medido
pelas razdes Fv/Fm, Fv’/Fm’ e ¢FSII, e nem a dissipagao nao-fotoquimica (qNP),

exceto quando em interagdo com a deficiéncia de fosforo. Em funcao do déficit

X1



hidrico, ocorreram diminui¢ao na condutancia estomatica e na taxa transpiratoria.
O teor de amido foliar foi reduzido e a atividade da pirofosforilase do ADPG nao
foi alterada, enquanto os teores de acglcares nao-redutores, redutores e soltveis
totais foram aumentados em funcao da deficiéncia hidrica. A massa seca das
folhas e da parte aérea das plantas s6 sofreu reducao nas plantas do cultivar Doko
RC cultivadas no nivel mais alto de fésforo. Sob deficiéncia de fosforo, a queda
da taxa fotossintética liquida foi acompanhada por redu¢do na eficiéncia quantica
fotoquimica e por aumento na dissipacao nao-fotoquimica da energia radiante.
Grande parte dessa dissipa¢do nao-fotoquimica foi na forma de calor. O efeito da
deficiéncia de fosforo na condutancia estomatica foi ambivalente, a razao C;/C,
aumentou, enquanto o teor de Pi foliar foi drasticamente reduzido e os teores de
clorofilas sofreram redu¢do apenas no cultivar Doko RC. Sob déficit de fosforo,
os teores de amido foliar e a atividade da pirofosforilase do ADPG foram
aumentados e, de maneira geral, os teores de acucares ndo-redutores, redutores e
soluveis totais ndo foram alterados. Ocorreram ainda, reducdes acentuadas da
massa seca das folhas e da parte aérea das plantas. A reirrigagdo praticamente
ndo afetou os mecanismos dissipativos da energia nao-fotoquimicos. Apds a
reirrigacdo, houve recuperagdo da taxa fotossintética liquida, da condutancia
estomatica, da taxa transpiratoria e da relagdo C/C,, com valores iguais aos das
plantas-controle. Também, os teores de todos os agucares analisados foram
semelhantes apos a reirrigagdo, com exce¢do das plantas que sofreram

deficiéncias combinadas.
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ABSTRACT

BEZERRA,Marlos Alves, D.S., Universidade Federal de Vigosa, November 2000
Gaseous exchange, fluorescence and carbohidrate levels in soybean
cultivars submitted to water and phosphorus deficits. Adviser: Prof. Paulo
RobertoMosquim. Advisory Committee: Profs. Fabiburilo Da Matta and
Carlos Alberto Martineyg Huaman.

Soybeansplants, Glycine max (L.) Merril. were grown in greenhouse
conditions,in a soil and sandsubstratumExperimentswvere conductedin a factorial
2 X 2 x 2 design,referring totwo cultivars (UFV-18 and Doko RC) two P levels
(25mg and 250mg P dm™ substratum)andto plant water status (plargpermanently
irrigatedandsubmittedto a water deficit when podsereinitiated - R3). A groupof
plants wasmployed ador evaluationof the effectsof the water deficit and another
onefor evaluationasfor the effectof the wateressuply. A decreaseén therateof net
photosynthesisunder conditions of waterdefiti wasobservedThewaterdeficit did
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not affect either the quantum cfficiency of photosystem 11 or the non-photochemical
dissipation of the absorbed energy (qNP), except when in co-action with a P
deficiency. A decrease in stomatal condutance and transpitation ratc as related to water
deficit was also observed. Starch levels in leaves were decreased, ADPG
pyrophosphorilase activity was not altered and reducing, non-reducing and total soluble
sugars were increased in relation to water deficits. Leal and shoot dry matter was
decreased only in plants of ¢v Doko RC grown under higher P levels. Under a P
deficieney, the fall in rate of net photosynthesis was accompanicd by a reduction in
photochemical quantum cfficiency and by an incrcase in the non-photochemical
dissipation of energy. A large part of this non-photochemical dissipation occurred in
heat form. The effect of P deficiency on stomatal conductance did not show any
consistent pattern, the Ci/Ca ratio increased, whilest the levels of leaf Pi were
drastically reduced and chlorophyll contents were decreased only in cv Doko RC.
Under a P deficit, leaf starch and ADPG pyrophosphorilase activity were increased
and, in a general way, the levels of not-reducing, reducing and total soluble sugars
were not affected. Accentuated reductions in leaf and shoot dry matter were observed.
Re-irrigation practically did not affect the dissipating mechanisms of non-
photochemical energy. Following re-irrigation recoveries in the rate of nel
photosynthesis, stomatal conductance, transpiration rates and in the Ci/Ca ratio to the
extent of control values occurred. Also, the contents of all sugars showed similar to

controls following re-irrigation, except for the plants suffering a combined water and P

deficiency.
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INTRODUCAO

Um fator determinante na producao vegetal, em regides aridas ou semi-
aridas, ¢ a perda da umidade dos solos, com conseqiiente diminui¢do da
disponibilidade de nutrientes, especialmente fosforo (Al-karaki et al., 1995). Os
efeitos de estresses ambientes sdao geralmente traduzidos em redugdo na
fotossintese e no crescimento das plantas, estando, ainda, associados com
alteragdes no metabolismo do carbono e do nitrogénio (Iturbe-Ormaetxe et al.,
1998). As mudancgas adaptativas das plantas a esses estresses podem ocorrer em
quatro niveis: fenoldgica ou de desenvolvimento, morfoldgica, fisiologica e
metabolica (Hanson e Hitz, 1982).

Dentre as regides com problemas de estresses ambientes, pode-se
destacar o cerrado brasileiro, que apresenta solos fortemente intemperizados,
contendo elevados teores de 6xidos de ferro, aluminio e manganés. Sao, ainda,
quase sempre acidos e com baixos teores de fosforo disponivel (Verdade, 1971).
Portanto, o fésforo destaca-se como um dos nutrientes que limita a producao de

soja em solos sob vegetacao de cerrados. Além disso, ¢ comum nesta regido a



ocorréncia de veranicos (Cochrane et al, 1988), que concorrem para uma redugao
na produtividade da cultura.

A producao da soja € pouco afetada pelo estresse hidrico durante o
estadio de crescimento vegetativo, diminui quando da floracao e frutificacao e ¢
fortemente reduzida quando o deficit hidrico ocorre durante o enchimento dos
frutos (Eck et al, 1987). A redugcdo maxima na producdo, em decorréncia do
deficit hidrico, ocorre quando as plantas sao estressadas durante a ultima semana
de desenvolvimento da vagem e durante o enchimento dos graos (Eck et al, 1987;
Ferris et al., 1998). Para Doss et al (1974) o periodo de enchimento das vagens
seria o0 mais critico com relacao ao estresse hidrico.

No que concerne ao deficit de fosforo, redugdes na area foliar e peso da
matéria seca da parte aérea, foram observadas em feijao e sorgo por Al-karaki et
al. (1995) e em soja por Fredeen et al. (1989). Deficiéncia de foésforo também
provocou redugdo na producao de biomassa de trigo (Rodriguez et al., 1996). Em
plantas de soja cultivadas em baixo nivel de fésforo no solo, Crafts-Brandner
(1992) encontrou reducdo da matéria seca de sementes por planta,
independentemente se as mesmas fossem colhidas no final do desenvolvimento
dos graos (R6), no inicio ou no final da maturacao dos graos (estddios R7 ¢ R8,
respectivamente) (classificagdo de Fehr e Caviness, 1977). Gutierrez-Boem e
Thomas (1998) submeteram plantas de soja a deficits hidrico e de fosforo e
verificaram que a deficiéncia hidrica reduziu o crescimento das plantas apenas
sob deficit simultaneo de fosforo. Esses autores sugeriram, entdo, que a adubagao
fosfatada aumentaria a tolerancia das plantas a deficiéncia hidrica.

A fotossintese, processo responsavel pela fixacdo do carbono, pode ser
reduzida pelo deficit hidrico. Essa redugdo da fotossintese reflete as mudancas
ocorridas na condutancia estomatica e na capacidade fotossintética do mesofilo
(von Caemmerer e Farqurar, 1981). Entretanto, o fator preponderante na redugdo
da fotossintese sob condigdes de deficit hidrico tem sido objeto de discussdo.
Enquanto alguns pesquisadores preconizam a limitagdo estomatica (fechamento

estomatico) como maior responsavel, outros apontam as mudangas no



metabolismo como causa principal do declinio da fotossintese. Alteragdao no
metabolismo e particdo dos carboidratos, aumento no nivel de solutos na folha,
diminui¢cdao no nivel da ribulose-1,5-bisfosfato e menor sintese de rubisco sao
apresentados como alguns dos fatores responsaveis pela limitagdo nao-estomatica
da fotossintese, sob condicdes de deficit hidrico. Hoje, a maioria dos autores
sugerem que a abertura estomatica ¢ o fator que mais influencia a fotossintese
nos estadios iniciais do deficit hidrico (estresse moderado) e que a inibigdo
bioquimica desenvolve-se em condigdes de deficiéncia mais severa.

Em resposta ao conjunto de mudangas provocadas pelo deficit hidrico,
podem ocorrer numerosas alteragdes na interagdo fonte-dreno. Por exemplo,
Barlow et al (1976) observaram um aumento de 42% no conteudo de
carboidratos soluveis de plantas de milho expostas a estresse hidrico. O deficit
hidrico pode induzir aumento nos conteudos de sacarose, glicose e frutose.
Entretanto, em muitos casos, somente sacarose ou somente hexoses aumentam
(Pelleschi et al, 1997). Huber et al (1984) encontraram alteragdes nas taxas de
exportagdo e no padrao de parti¢do de assimilados em plantas de soja submetidas
a diferentes regimes hidricos.

O decréscimo na taxa fotossintética de plantas sob deficiéncia de fosforo,
conforme verificado em soja por Qiu e Israel (1992, 1994), por Dietz e Foyer
(1986) e em milho por Usuda e Shimogawara (1991) pode estar associado a
diminuicdo da condutancia estomatica, a aumento na resisténcia do mesofilo, a
diminui¢do na atividade da rubisco, bem como, decréscimo na regeneracao da
ribulose-1,5-bisfosfato e na sintese de ATP (Dietz e Foyer, 1986; Brooks et al,
1988; Rao e Terry, 1989). A concentragdo de Pi pode afetar, ainda, a atividade de
outras enzimas do ciclo de Calvin, tais como a cinase da ribulose-5-fosfato,
fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato (FBPase) e fosfatase da sedo-heptulose-1,7-
bisfosfato (SBPase).

O presente trabalho teve por objetivo caracterizar os efeitos das
deficiéncias de adgua e fosforo, isoladas ou simultaneamente, sobre a fotossintese

e a particao do carbono em plantas de soja Glycine max (L.) Merril.



CAPITULO 1

FOTOSSINTESE E PARTICAO PRIMARIA DO CARBONO EM PLANTAS
DE SOJA SUBMETIDAS A DEFICIENCIAS HIDRICA E DE FOSFORO

1. INTRODUCAO

A baixa disponibilidade de agua no solo afeta direta e indiretamente a
taxa fotossintética das plantas. Essa redu¢ao pode ser devido ao fechamento
estomatico que, por sua vez, reduz a disponibilidade de CO, dentro das células
mesofilicas, diminuindo a capacidade de fixa¢ao do CO, ou, ainda, pode estar
associada a limitacdes nado-estomaticas, como: (1) aumento na resisténcia a
difusdo de CO, na fase liquida, entre a camara sub-estomatica e os sitios de
carboxilagdo e, (2) decréscimo na atividade fotoquimica dos tilacdéides e nas
reacoes bioquimicas do estroma (KANECHI et al, 1996). Em adigdo,
dependendo do estddio de desenvolvimento da planta, sob condi¢des de deficit

hidrico, a menor producdo de fotoassimilados deve ser utilizada em dois



processos mutuamente exclusivos: ajustamento osmoético na propria folha e
exportacdo de assimilados para os demais 6rgaos da planta.

Tanto nas plantas C; (KAISER, 1987), quanto nas C4 (SACCARDY et
al., 1996), em condi¢des de restricdo do fornecimento de dgua, o fechamento
estomatico parece ser a principal causa da reducdo da taxa fotossintética.
Aparentemente, ndo existe inibicdo das reacdes fotoquimicas ou alteracdes no
estoque de intermedidrios do ciclo redutivo fotossintético do carbono, dentro de
uma mudanga de até 30% do volume do protoplasto (CHAVES, 1991; GIARDI
et al., 1997; PELLESCHI et al., 1997). Por outro lado, GIMENEZ et al. (1992) ¢
TEZARA et al. (1999) concluiram que, em girassol, embora NP tenha
aumentado, a inibicao da fotossintese pelo estresse hidrico ndo fora resultado da
diminui¢ao da difusdao de CO,, da produgdo de O, ou da reducao no transporte de
elétrons, mas da inibicao do ciclo de Calvin, devido ao decréscimo na sintese de
ATP. KICHEVA et al. (1994) atribuiram a redu¢ao da assimilagdo do CO, ao
fechamento estomatico (maior parte), e aos efeitos diretos da desidratacao sobre
as reagdes bioquimicas da fotossintese. Semelhantemente, LAURIANO et al.
(1997) observaram, em amendoim, que o deficit hidrico reduziu a fotossintese
mesmo em condi¢des saturantes de CO,, sugerindo um efeito de natureza nao-
estomatica.

Na grande maioria dos trabalhos, a limitacdo ndo-estomdtica ¢
preconizada pelo aumento na concentracdo interna de CO, (C))
concomitantemente com o decréscimo na fotossintese. No entanto, a obtencao do
valor real de C; a baixo potencial hidrico torna-se muito dificil devido ao
fechamento desuniforme dos estdmatos e ao aumento da transpiracao cuticular
(CORNIC, 2000). Em virtude dessas peculiaridades, CHEN et al. (1993)
postularam que os resultados e conclusdes contrastantes acerca dos efeitos do
deficit hidrico na fotossintese devem-se a dificuldades experimentais, bem como
a magnitude do deficit hidrico e a maneira de como ele ¢ imposto.

Em virtude da baixa disponibilidade de 4gua no solo, ocorre aumento dos

espacos entre as particulas do solo preenchidos com ar, diminuindo a mobilidade



dos ions. Por isto, a deficiéncia hidrica pode reduzir o crescimento da planta
diretamente ou em conjungdo com a diminui¢dao na disponibilidade de nutrientes
(RODRIGUEZ et al., 1996). No caso do fosforo, a menor disponibilidade ¢
provocada pela menor taxa de difusdo para as raizes e por mudancgas nas relagcoes
hidricas da planta (AL-KARAKI, 1995).

A disponibilidade de fésforo pode restringir a taxa fotossintética
maxima, mesmo sob condi¢des de luz e CO, saturantes (GUIDI et al., 1994).
FURBANK et al. (1987) identificaram que a queda da fotossintese sob
deficiéncia de fosforo depende do seu efeito sobre o sistema de transporte de
elétrons, da sua inibicdo via aumento no gradiente de pH ou no potencial redox
dos tilacéides e da inibigdo enzimatica de muitos pontos do ciclo de Calvin.
BROOKS (1986) propds que a essencialidade do fosforo na fotossintese decorre
do fato de o mesmo fazer parte das trioses-P, principal produto fotossintético
exportado dos cloroplastos. Portanto, sob deficit de fosforo, a capacidade
fotossintética do mesofilo é reduzida, embora a condutancia estomatica também
possa ser diminuida. Ja4 para PLESNICAR et al. (1994), a deficiéncia de fosfato
afeta fortemente a eficiéncia de carboxilagdo. Em adicao, RAO e TERRY (1989)
asseguraram que a concentragdo de Pi nas folhas influencia a fotossintese por
interferir no transportador de Pi do cloroplasto, enquanto FREDEEN et al. (1989)
afirmaram que, além da regulacao do translocador de Pi, o nivel de Pi citossolico
regularia a atividade de varias enzimas envolvidas no metabolismo do amido e da
sacarose.

A regulacao da parti¢ao do carbono assimilado ocorre primariamente no
citosol (STITT e QUICK, 1989; DAIE, 1996) e, em grande parte, ¢ controlada
pelas concentragdes de triose-P ¢ Pi (HELDT, 1997). Quando o teor de Pi no
citosol ¢ baixo, a atividade do translocador de triose-P/Pi do cloroplasto ¢
pequena, aumentando a razdo 3-PGA/Pi no cloroplasto, favorecendo a atividade
da pirofosforilase do ADPG. No citosol, tanto a atividade da fosfatase da frutose-
1,6-bisfosfato quanto a atividade da sintase da sacarose fosfato (SPS), enzimas-

chave na rota de formagdo da sacarose, sdo reguladas pela razao triose-P e Pi. A



SPS, em particular, ¢ inibida por aumento da sacarose. Sob deficiéncia de
fosforo, essa enzima pode ser inibida pelo acimulo de sacarose no citosol
(RUFTY e HUBER, 1983), favorecendo a particdo do carbono em favor do
amido. Em plantas Cs, a regulagdo da fotossintese pelo produto final parece ser
de grande importancia. Por isso, a taxa de importacdo de carbono esta
estreitamente ligada ao metabolismo da sacarose (SUWIGNYO et al., 1995).
Apesar de ndo estar totalmente esclarecida, a hipotese da inibi¢do da fotossintese
pelo acimulo de carboidratos soluveis ¢ largamente aceita (CHAVES, 1991). O
aumento inicial do teor de sacarose, geralmente observado sob deficiéncia de
fosforo, pode ser decorréncia da inibi¢do do crescimento da planta, um dos
efeitos mais visiveis da falta de foésforo. Essa inibi¢dao deve-se, em grande parte, a
reducdo da expansdo foliar (RADIN e EIDENBOCK, 1984; TURNER, 1986)
que, por sua vez, pode ocorrer antes mesmo de a fotossintese ser afetada. Em
concordancia, FREDEEN et al. (1989) e RAO e TERRY (1989), observaram que
a reducao na area foliar ocorreu antes de a fotossintese ser afetada.

Em plantas em que os drenos metabolicos foram inibidos, SAWADA et
al. (1995) propuseram que os seguintes eventos controlariam o metabolismo
fotossintético: (1) acumulo de sacarose no citoplasma das células, provocando a
inibi¢do da sua propria sintese; (2) aumento no nivel de quase todos os
intermediarios fosforilados no citosol e cloroplastos, devido a inibi¢ao da sintese
da sacarose; (3) decréscimo no nivel de Pi no citosol e cloroplastos; (4)
diminuicao da atividade da rubisco em virtude do baixo nivel de Pi no estroma; e
(5) decréscimo na atividade fotossintética, como resultado da menor atividade da
rubisco.

O presente trabalho objetivou determinar o efeito da deficiéncia hidrica e
de fosforo, isoladamente e em conjunto, sobre as trocas gasosas, composi¢ao dos
pigmentos foliares e sobre a particdo do carbono fotoassimilado em plantas de

soja.



2. MATERIAL E METODOS
2.1 - Material Vegetal e Condicoes de Cultivo

Sementes de soja (Glycine max (L.) Merril), cultivares Doko RC e UFV-
18, foram semeadas em uma mistura de solo e areia, na proporcao de 2:1 (v:v).
Apos esterilizacdo com brometo de metila, a mistura foi adubada de acordo com
a analise do solo, resultando numa concentragdo final de 150 mg N dm>
(parcelados em seis vezes) 150 mg K dm™ e 25 ou 250 mg P dm™ [3,7 ¢ 88,7 mg
de P dm> extraido por Mehlich 1 (VETTORI, 1969), de acordo com uma curva
de incubacdo de fosforo] e acondicionada em vasos plasticos com capacidade
para 12 dm’.

Ao atingirem o estadio V1, as plantulas foram desbastadas, deixando-se
apenas uma das quatro semeadas por vaso. A partir do estddio V7 (FEHR e
CAVINESS, 1977), foram adicionados, semanalmente, 300 mL da solugdo
nutritiva de Hoagland (HOAGLAND, 1938) desprovida de fésforo, em cada
vaso. Durante todo o periodo do experimento (de outubro de 1999 a janeiro de

2000), as plantas estiveram expostas as condi¢gdes de luz e temperatura natural,



em casa de vegetacdo, na Universidade Federal de Vigosa, Vicosa-MG, a

20°45'S, 42°54'W, 651 m de altitude.

2.2 - Tratamentos

O experimento foi delineado em um fatorial 2 x 2 x 2. O primeiro nivel
refere-se as cultivares utilizadas, o segundo, as quantidade de P no substrato (25
e 250 mg de P dm™ de solo) e o terceiro ao "status” hidrico da planta (potencial
hidrico proximo de 0 MPa e em torno de -0,8 MPa). Dois grupos de plantas
foram conduzidos concomitantemente. O primeiro foi utilizado para a avaliagdo
do efeito do deficit hidrico e o segundo, para a andlise dos efeitos do
ressuprimento de dgua para as plantas estressadas. A imposi¢do do deficit hidrico
teve inicio no primeiro dia ap6s as plantas atingiram o estddio de
desenvolvimento R3 (FEHR e CAVINESS, 1977). Nesse momento, a irrigacao
das plantas dos tratamentos de deficit hidrico foi suspensa, permanecendo assim
até o momento das andlises [em torno de dois dias para as plantas cultivadas em
solo contendo 250 mg P dm™ (Pc) e em torno de 12 dias para as plantas
cultivadas em 25 mg P dm™ (Pg)], exceto as plantas do segundo grupo, que
voltaram a receber irrigacdo até recuperarem o "status" hidrico inicial (dois dias
apds a retomada da irrigagdo), momento em que foram utilizadas nas analises.
Resultados de experimentos preliminares (dados ndo mostrados) foram utilizados
para a determinacao dos periodos de deficit hidrico e posterior recuperagdo das
plantas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,

sendo utilizadas cinco repetigdes por tratamento.

2.3 - Determinacio do potencial hidrico

Na determinag¢do do potencial hidrico foliar, utilizou-se uma bomba de

pressao tipo Scholander (SCHOLANDER et al., 1965). Foram utilizadas a quarta



e a quinta folhas totalmente expandidas, a partir do apice, para as medi¢des do
dia inicial (dia zero) e do dia final (dia em que foram realizadas as andlises) do
experimento, respectivamente. Antes da coleta, as folhas foram envoltas em saco
plastico. A determinacdo do potencial hidrico ocorreu imediatamente apds a
coleta das folhas. As medidas foram sempre efetuadas na antemanha.

As medigdes e coleta para analises foram realizadas quando o potencial
hidrico foliar na antemanha apresentava valores entre -0,5 e -1,0 MPa nas plantas
do tratamento com deficit hidrico [em torno de dois dias para as plantas
cultivadas em solo contendo 250 mg P dm™ (P¢) e em torno de 12 dias para as
plantas cultivadas em 25 mg P dm™ (Pg)]. Apds esse periodo, as medi¢des foram
realizadas quando as plantas submetidas ao deficit hidrico foram novamente

irrigadas e retomaram seu estado de hidratacdo normal.

2.4 - Determinacdes das trocas gasosas

A assimilacao liquida de CO, (4), a condutancia estomadtica (g;), a taxa
de transpiragdao (E) e as concentragdes externa e interna de carbono (C, e C,
respectivamente) foram medidas em um analisador de gés no infra-vermelho
(LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK), em sistema aberto, com fluxo de ar de 300 mL
min"'. As medi¢des foram realizadas nos dois foliolos adjacentes da segunda
folha superior totalmente expandida, utilizando umidade relativa do ar e
temperatura ambientes e radiagdo artificial saturante (fluxo de fétons de 1200
umol m? s™), determinada a partir de uma curva de saturacdo de irradiancia. As

leituras foram sempre realizadas entre 10:00 h e 12:00 h.

2.5 — Concentracao de clorofilas

A concentracdo de clorofilas foi estimada nas mesmas folhas das
medidas fotossintéticas, apos extracdo com acetona a 80% (ARNON, 1949),
utilizando-se as equagdes sugeridas por BARNES et al. (1992).
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2.6 - Fracoes de fosforo

A fracdo de fosforo inorganico foi determinada nos mesmos foliolos
utilizados para a determinacdo dos parametros fotossintéticos. A extragdao foi
realizada, utilizando-se o método proposto por PEREIRA (1992); a quantificagao
seguiu a metodologia descrita por LINDEMAN (1958), dosando-se o complexo

"azul de molibdénio", a 720 nm.

2.7 - Proteinas soluveis totais

As proteinas solaveis totais foram quantificadas pelo método de
MiniBradford, que ¢ uma modificacdo do originalmente proposto por
BRADFORD (1976), utilizando-se reagente de Comassie Blue sob concentragao
5 vezes maior que no método original. As leituras de absorbancia a 595 nm
foram feitas em leitora de placa de Elisa (Versamax, Molecular Devices,

Sunnyvale, EUA), num volume total de 250 uL.

2.8 - Concentracoes de carboidratos

Os carboidratos foram determinados nas mesmas folhas utilizadas para
as medicdes fotossintéticas. O material vegetal foi pesado e imediatamente
congelado em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenado a -20 °C até o
momento das analises. Os teores de amido, agucares soliiveis totais e agucares
redutores foram determinados em amostras de folhas (1g matéria fresca)
homogeneizadas em almofariz e graal com etanol a 80%, fervente. Em seguida, o
material foi centrifugado a 2000 g por 10 minutos e o sobrenadante recolhido. O
precipitado foi ressuspenso com etanol a 80%, fervente, novamente centrifugado
e o sobrenadante adicionado a primeira aliquota recolhida, processo repetido por
mais duas vezes. O volume do sobrenadante foi entdo completado para 25 mL
com etanol a 80%, fervente. O precipitado foi ressuspenso com acido perclérico
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e novamente centrifugado a 2000 g por 10 minutos (duas vezes), resultando
numa solugdo final de 6,9% de acido perclorico, na qual determinou-se o teor de
amido pela reacao com antrona (HODGE e HOFREITER, 1962). A particao do
extrato alcodlico (10 mL) foi realizada em funil de separacdo, com cloroférmio
(10 mL) e 4gua (9 mL). Em seguida, a fase aquosa foi evaporada com a
utilizacao de um evaporador rotativo a vacuo, até a secura completa. Em seguida,
adicionaram-se 3 mL de 4agua e o extrato assim obtido foi utilizado para
determinar o teor de agucares soluveis totais (AST) pela reagdo com antrona
(HODGE e HOFREITER, 1962) e o teor de acucares redutores (AR) pelo
método de Nelson-Somogy (NELSON, 1944 ¢ SOMOGY, 1952). Os teores de
acucares nao-redutores (ANR) foram determinados pela diferenca entre AST e

AR e os carboidratos nao-estruturais (CNE), pela soma de AST e amido.

2.9 - Atividade da pirofosforilase do ADPG (ADPGase)

Para a determinacdo da atividade da pirofosforilase do ADPG,
imediatamente apds a coleta, as folhas foram imersas ¢ mantidas em nitrogénio
liquido até o inicio da extragdo enzimatica. Os processos de extragao e
determinagao da atividade enzimatica foram realizados de acordo com a
metodologia de KERR et al. (1984), com algumas modificagdes. O tecido foi
homogeneizado em almofariz e graal (0,5 g de folha/1,5 mL de tampao), em um
meio contendo Hepes-NaOH (pH 7,5), 50 mol m's; MgCl, , 5 mol m's; acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA), 1 mol m™; Glutationa reduzida (GSH), 2
mol m™; polivinilpirrolidina (PVP), 1%; albumina de soro bovino (BSA), 1%; e
polivinilpolipirrolidina (PVPP), 2%. Em seguida, o macerado foi centrifugado a
16.000 g por 10 minutos a 4 °C, recolhendo-se o sobrenadante. Deste, 0,5 mL foi
dessalinizado em coluna Sephadex G-25 com 2,0 mL do tampao, recolhendo-se
1,5 mL do eluido primeiramente. Para a determinacao da atividade enzimatica,
50 uL do extrato foliar foram adicionados a 940 uL do seguinte meio de reagao:

Hepes-KOH (pH 8,0), 50 mol m>; MgCl,, 5 mol m>; ADP-glicose, 1,0 mol m>;
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NADP', 0,3 mol m'3; 3-PGA, 0,5 mol m's; 1U fosfoglicomutase, 1U
desidrogenase da glicose 6-P. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de PPi, 2 mol

m” e a atividade acompanhada por 40 minutos, observando-se a reducdo do
NADP" (absorbancia a 340 nm), a 25 °C.
2.10 - Massa seca da parte aérea

No final do experimento, a parte aérea das plantas foi separada em folhas

e caule + peciolos e desidratada em estufa de circulacao forcada de ar, a 70 oC,

para a determinacdo da matéria seca.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito das deficiéncias de fosforo e de agua nos parametros de intercimbio

do carbono

Ao atingirem o estadio R3, as plantas das duas cultivares exibiram,
dentro de cada nivel de fosforo, a mesma taxa fotossintética liquida (A4), ao passo
que as plantas cultivadas em 250 mg P dm™ (Pc) exibiram taxa fotossintética
liquida maior que as plantas cultivadas em 25 mg P dm> (Pp),
independentemente da cultivar (Figura 1).

Quando as plantas foram submetidas ao deficit hidrico (Hg) (Figura 2),
ocorreu reducdo drastica na taxa fotossintética liquida das duas cultivares,
indistintamente do nivel de fosforo utilizado no solo (Quadro 1). Grande parte
dessa redugdo pode ser creditada a limitagdes estomdticas, uma vez que,
independentemente do nivel de fésforo no solo, a condutancia estomatica (g;) foi
menor sob condi¢gdes de deficit hidrico (Quadro 1) e houve uma correlagao
significativamente positiva entre g, ¢ A (Figura 3). A taxa transpiratoria (E) foi
também menor nas plantas sob deficit hidrico, indistintamente do nivel de fosforo

(Quadro 1). A relagdo entre as concentragdes interna e externa de CO, (Ci/C,)
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Figura 1 - Taxa fotossintética liquida (4) de plantas de soja cultivadas sob dois niveis
de fosforo (250 e 25 mg dm™ - P e Py, respectivamente) e que serdo
submetidas (Hg) ou ndo (H¢) a deficit hidrico. Duas colunas com letras
minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de agua dentro do mesmo
nivel de fésforo; colunas com duas letras maiusculas iguais nao diferem
quanto ao nivel de fésforo, dentro de cada nivel de agua. Andlises pelo teste

de Tukey a p < 0,05. Nao houve diferenca entre as cultivares
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Figura 2 - Potencial hidrico (¥y,) das plantas de soja cultivadas sob condigdes normais
(PcHc), de deficit hidrico (PcHg), de deficit de fosforo (PgHc) e de deficits
hidrico e de fosforo (PgHg). N - inicio da imposi¢ao do deficit hidrico; E -
maximo deficit hidrico; R - final da recuperagdo do deficit hidrico; Pc e Pg
=250 ¢ 25 mg P dm”, respectivamente; Hc e Hy, = plantas nio submetidas e
submetidas a deficit hidrico, respectivamente. As barras representam o

desvio padrao da média
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Quadro 1 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc =250 mg P dm™, Pz =25 mg P dm™) e de
agua (Hc = controle, Hg = deficit hidrico) na taxa fotossintética liquida (A4,
umol m™? s™), na condutdncia estomatica ao vapor d'agua (g5, mol m?s™),
na transpira¢io (E, mmol m™ s™'), na razio entre concentra¢des interna e
ambiente de CO, (C;/C,) e na eficiéncia do uso da agua (EUA, pmol m™s™

CO,/mmol m™ s™ H,0) de plantas de soja

Cultivares
Parimetros Niyeis de UFV-18 __ ’ Doko RC
fosforo Niveis de agua
Hc Hg Hc Hg
4 Pc 10,45 aA 0,54 aB 9,91 aA 1,02 aB
Pg 4,83 bA 1,65 aB 4,74 bA 0,77 aB
Pc 0,40 aA 0,06 bB 0,49 aA 0,13 aB
& Pg 0,40 aA 0,20 aB 0,31 bA 0,10 aB
Pc 5,57 aA 2,16 bB 6,27 aA 3,76 aB
E Pg 4,05 bA 3,05 aB 6,54 aA 4,03 aB
C/C. Pc 0,681 bB 0,889 aA 0,719 bB 0,886 aA
Pg 0,865 aB 0,901 aA 0,792 aB 0,874 aA
EUA Pc 1,876 aA 0,246 bB 1,577 aA 0,266 aB
Pg 1,188 bA 0,537 aB 0,723 bA 0,179 aB
Efeito de Cultivares
PcHc PcHg PegHc PegHg
UFV-18 Doko RC UFV-18 Doko RC UFV-18 Doko RC UFV-18 Doko Rc
A
8s *
E % % %
Gi/C, *
EUA *

Nas colunas, para cada caracteristica, médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem estatisticamente entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras
maiusculas iguais, dentro da mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de

Tukey.

* média significativamente maior pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 3 - Relacdo entre condutancia estomatica (g;) e taxa fotossintética liquida (4) de
plantas de soja cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pg, -
25 mg dm™) e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (Hc). * significativo
pelo teste deta p < 0,001

14 - Yagua = -48,857x + 44,266 r = 0,984*
o = -34,466x + 33,826 r = 0,868*
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Figura 4 - Relagdo entre a razdo das concentragdes interna e ambiente de CO, (C/C,) e
a taxa fotossintética liquida (4) de plantas de soja cultivadas sob dois niveis
de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Py - 25 mg dm™) e submetidas a deficit
hidrico (Hg) ou ndo (Hc). * significativo pelo teste de t a p < 0,001
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aumentou com o deficit hidrico, nos dois niveis de fosforo (Quadro 1),
proporcionando uma correlacdo significativamente negativa entre C/C, e
fotossintese (Figura 4). Isso poderia indicar uma limitagdo nao-estomatica da
fotossintese. No entanto, o aumento em C;/C, pode ser conseqiiéncia de artefatos
na estimativa de Cj, proporcionado pelo fechamento desuniforme dos estomatos,
processo observado em varias espécies submetidas a deficiéncia hidrica
(CHAVES, 1991; WISE et al., 1992). Entretanto, grande parte da elevagdo na
relagdo C;/C, pode ser, possivelmente, resultante de um aumento da
fotorrespiragdo (DUA et al., 1994; CORNIC, 2000), como sugerido no capitulo
(manutencao do transporte de elétrons nos fotossistemas). Em milho, uma planta
C4 que ndo apresenta fotorrespiracdo aparente, PELLESCHI et al. (1997)
observaram que, além da queda na fotossintese, a deficiéncia hidrica provocou
reducgdo tanto de g; quanto de C;. Tal fato, mais uma vez sugere a participacao da
fotorrespiragdo no aumento de C;. Segundo MAURY et al. (1996), a capacidade
de reciclar o CO, fotorrespirado pode ser o principal fator de tolerancia do
aparato fotossintético ao deficit hidrico.

Sob deficiéncia apenas de fosforo, a taxa fotossintética liquida diminuiu
cerca de 53% (Quadro 1). Nas plantas deficientes em dgua (Hg), 4 decresceu
fortemente, mascarando o efeito do deficit de fosforo (Quadro 1). Além de as
plantas do tratamento Hg, independente do nivel de fésforo no solo, apresentarem
baixas taxas fotossintéticas, os erros-padrao das médias foram mais elevados, o
qué, provavelmente, dificultou a observancia de diferencas nas taxas
fotossintéticas dessas plantas. Nas plantas sob irrigacdo continua (H¢), reducao
em g, foi observada apenas nas plantas de Doko RC (Quadro 1); nas plantas
submetidas a deficit hidrico (Hg), g, foi maior no cultivar UFV-18 deficiente em
fosforo (Quadro 1). Devido a essas discrepancias, a correlagdao entre g, x A foi
baixa (r = 0,623) (Figura 3), indicando que a redu¢do da taxa fotossintética,
decorrente do deficit de fosforo, pode ndo ser atribuida a redugdo na condutancia
estomatica. Além disso, a maior relagdo Cy/C, sob deficiéncia de foésforo (Quadro

1) e a correlacdo significativa entre a relacdo C/C, e a taxa fotossintética
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(r=-0,868) (Figura 4) indicam que menores valores da taxa fotossintética devem
ser resultado de limitagdes ndo-estomaticas.

Comparando-se as cultivares, ndo se observaram diferencas na taxa
fotossintética liquida das mesmas, enquanto a taxa transpiratoria foi maior no
cultivar Doko RC em todas as combinacdes de dgua e fosforo (Quadro 1). Nos
tratamentos Py a condutancia estomdtica do cultivar Doko RC foi menor, o que
mostra uma falta de paralelismo entre g; e E. Os resultados aqui apresentados
indicam maior eficiéncia do uso da dgua pelo cultivar UFV-18 (Quadro 1).
Segundo CHAVES (1991), citando varios autores, aumento na eficiéncia do uso
da dgua ¢ quase sempre observado em genotipos bem adaptados ao deficit

hidrico.

3.2. Efeito das deficiéncias de fosforo e de agua nos teores dos pigmentos

foliares, fosforo inorganico e proteinas soluveis totais

Os teores de clorofila ndo foram alterados pelo deficit de agua. Sob
deficiéncia de fosforo, os teores de clorofilas a, b e total foram reduzidos apenas
no cultivar Doko RC (Quadro 2), exceto a clorofila b das plantas de UFV-18
submetidas a deficiéncias simultdneas, mas sem efeitos aparentes sobre a taxa
fotossintética, visto que esse parametro decresceu nas duas cultivares. Apesar dos
maiores efeitos do deficit de fosforo no cultivar Doko RC, ndo houve diferencas
entre as cultivares quanto aos teores de clorofilas (Quadro 2). Em plantas de
milho e de feijao, o deficit de fosforo nao provocou redugdo no teor de clorofilas,
conforme verificado por USUDA e SHIMOGAWARA (1991) e LIMA et al.
(1999), respectivamente, ao passo que PLESNICAR et al. (1994) observaram
menor teor de clorofilas em plantas de girassol cultivada em baixo nivel de
fosforo. Essa discrepancia deve ser resultado dos diferentes teores de fosforo
empregados nos experimentos € da maneira como os experimentos foram

conduzidos.

19



Quadro 2 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc =250 mg P dm™, Pp=25 mg P dm™) e de
agua (H¢ = controle, Hg = deficit hidrico) sobre os teores de clorofila a, b
e total (mg g MS) de plantas de soja

Cultivares
A NiVCiS de UFV-18 DOkO RC
Parametros fosf
OSIOTo Niveis de dgua
Hc Hg Hc Hg
Pc 6,26 aA 6,43 aA 6,74 aA 6,53 aA
Chl a
Pr 5,56 aA 5,37 aA 4,58 bA 4,25 bA
Pc 1,60 aA 1,64 aA 1,65 aA 1,69 aA
Chl b
Pr 1,38 aA 1,34 bA 1,15 bA 1,21 bA
Pc 7,86 aA 8,08 aA 8,40 aA 8,22 aA
Chl total
Pr 6,94 aA 6,71 aA 5,73 bA 5,46 bA

Nas colunas, para cada caracteristica, médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem estatisticamente entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras

maiutsculas iguais, dentro da mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de
Tukey. Nao houve diferengas entre as cultivares
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As plantas crescidas em solos com deficit de fésforo apresentaram
reducoes de 83% e 82% no teor de Pi das folhas dos cultivares UFV-18 e Doko
RC, respectivamente (Figura 5A). Com relacdao a influéncia do deficit hidrico,
nas plantas cultivadas no nivel mais alto de foésforo, o teor de Pi foliar foi
reduzido, resultado, possivelmente, da baixa taxa transpiratdria das plantas neste
tratamento (Quadro 1). Nas plantas de Py, independentemente da quantidade de
agua no solo, a baixa absor¢do de fosforo pelas plantas foi, provavelmente,
responsavel pela falta de diferenca nos teores de Pi entre os tratamentos de agua
(Figura 5A).

Sob restrigdo hidrica, os teores de proteinas soliveis totais nao se
modificaram (Figura 6A). HARN e DAIE (1992) também nao encontraram
diferencas no teor de proteinas, enquanto CASTRILLO e TRUJILLO (1994)
verificaram diminui¢ao das proteinas soluveis totais em feijao. Do mesmo modo
que o deficit hidrico, a deficiéncia de fosforo ndo alterou os teores de proteinas
soluveis totais (Figura 6A). Expressando-se os teores de proteinas soliiveis totais
em base de matéria seca, a Unica diferenca encontrada foi uma reducao de 30%
das mesmas nas folhas de UFV-18 submetidas a deficit hidrico (dados nao
mostrados).

Os valores de proteinas soluveis totais podem sugerir inalteragdo na
quantidade de rubisco em fung¢do dos tratamentos implantados, ja que a rubisco
representa cerca de 40% do total de proteinas soluveis na folha (TAIZ e
ZEIGER, 1998). Além disso, a planta possui rubisco em excesso, ¢ reducao de
até 68% em sua quantidade ndo modificou a fotossintese de plantas de tabaco

(GUNASEKERA e BERKOWITZ, 1993).

3.3. Efeito das deficiéncias de fosforo e de agua na particdo do carbono

fotoassimilado e massa seca das plantas

Paralelamente a reducdo da taxa fotossintética liquida nas plantas

submetidas a deficit hidrico, houve também decréscimo nos teores de amido
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Figura 5 - (A) Teor de ortofosfato (Pi) foliar em plantas de soja cultivadas sob dois
niveis de fosforo (P¢ - 250 mg dm?, Py - 25 mg dm’ ), submetidas a deficit
hidrico (Hg) ou nao (H¢) e recuperagao (Figura B). Duas colunas com letras
minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de agua dentro do mesmo
nivel de fésforo; colunas com duas letras maiusculas iguais nao diferem
quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de agua. ** média
significativamente maior entre as cultivares. Andlises pelo teste de Tukey a

p<0,05
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Figura 6 - (A) Teor de proteinas soluveis totais (PST) nas folhas de soja cultivadas sob
dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pg - 25 mg dm™) e submetidas a
deficit hidrico (Hg) ou ndo (Hc) e recuperagdo (Figura B). Duas colunas
com letras mintsculas iguais nao diferem quanto ao nivel de 4gua dentro do
mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras maitsculas iguais nao
diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de 4gua. ** média
significativamente maior entre as cultivares. Andlises pelo teste de Tukey a

p<0,05
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foliar (Figura 7A). Esse decréscimo parece ter sido governado,
fundamentalmente, por uma maior atividade de degradacdo em relacdo a
atividade de sintese, uma vez que a atividade da pirofosforilase do ADPG,
enzima-chave na sintese de amido, ndo foi afetada (Figuras 8A e 9A) e o teor de
acucares nao-redutores (formado na sua maior parte por sacarose) aumentou em
funcdo do deficit hidrico, para as duas cultivares, nos dois niveis de fosforo no
solo (Figura 10A). Por sua vez, o presumivel aumento no teor de sacarose pode
ter sido o responsavel pela manuten¢do da atividade da pirofosforilase do ADPG,
uma vez que, com acumulo de sacarose, a atividade da SPS ¢ inibida e,
conseqiientemente, a exportagdo de triose-P do cloroplasto ¢ diminuida,
favorecendo a sintese de amido (DENNIS e BLAKELEY, 2000). HUBER et al.
(1984) também verificaram em soja submetida a deficit hidrico reducao no teor
de amido. No entanto, ao contrario dos resultados aqui apresentados, os autores
acima citados observaram menor nivel de sacarose nas plantas deficientes em
agua. Essa diferenga pode ser conseqiiéncia dos diferentes estadios de
desenvolvimento das plantas utilizados para as andlises nos dois experimentos.

O deficit hidrico provocou ainda um aumento no teor de acgucares
redutores (Figura 11A), contribuindo, pois, para o aumento observado no teor de
acucares soluveis totais (Figura 12A). HARN e DAIE (1992), em experimento
com beterraba, também encontraram redu¢ao no teor de amido ¢ aumento no teor
de sacarose, em funcdo do deficit hidrico. Observaram, ainda, queda na
quantidade da SPS e aumento na ativacdo da SPS remanescente. O aumento
concomitante da sacarose e dos acucares redutores parece indicar que a taxa de
degradacdo do amido € superior a capacidade da folha de sintetizar e exportar a
sacarose. Esse aumento nos teores de aglicares sugere que as plantas procuraram
ajustar-se osmoticamente ao deficit hidrico. Como o amido ¢ a maior reserva de
carboidratos nas folhas de soja, os teores de carboidratos nao-estruturais (CNE)
foram reduzidos nas duas cultivares, independentemente do nivel de fosforo no
solo, a excecdo das plantas de Doko RC cultivadas em P¢ (Figura 13A). Nessas

plantas, o teor de CNE foi baixo mesmo naquelas que ndo sofreram deficit
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Figura 7 - (A) Teor de amido (equivalentes de glicose x 0,9) nas folhas de soja
cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pg - 25 mg dm™) e
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (H¢) e recuperacao (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras maitsculas
iguais nao diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de agua.
** média significativamente maior entre as cultivares. Analises pelo teste

de Tukey a p <0,05
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Figura 8 - (A) Atividade total da pirofosforilase do ADPG, em folhas de soja
cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pg - 25 mg dm™)
e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (H¢) e recuperagao (Figura B).
Duas colunas com letras mintsculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fésforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fésforo, dentro de cada
nivel de 4gua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Anadlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 9 - (A) Atividade especifica da pirofosforilase do ADPG em folhas de soja
cultivadas sob dois niveis de fésforo (Pc - 250 mg dm?, Py - 25 mg dm™ )
e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou nao (Hc¢) e recuperagdo (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada
nivel de agua. ** média significativamente maior entre as cultivares.

Andlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 10 - (A) Teor de acucares nao redutores (ANR) nas folhas de soja cultivadas
sob dois niveis de fésforo (Pc - 250 mg dm>, Py - 25 mg dm™) e
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndao (Hc) e recuperagao (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada
nivel de agua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Andlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 11 - (A) Teor de agtcares redutores (AR) nas folhas de soja cultivadas sob dois
niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm>, Py - 25 mg dm™) e submetidas a
deficit hidrico (Hg) ou ndo (H¢) e recuperagao (Figura B). Duas colunas
com letras minusculas iguais nao diferem quanto ao nivel de agua dentro
do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras maiusculas iguais nao
diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de agua. ** média
significativamente maior entre as cultivares. Analises pelo teste de Tukey

ap<0,05
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Figura 12 - (A) Teor de acgucares soluveis totais (AST) nas folhas de soja cultivadas
sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm>, Py - 25 mg dm™) e
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou nao (Hc) e recuperagao (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fésforo, dentro de cada
nivel de 4agua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Analises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 13 - (A) Teor de carboidratos nao-estruturais (CNE) nas folhas de soja
cultivadas sob dois niveis de fésforo (Pc - 250 mg dm?, Py - 25 mg dm™ )
e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou nao (Hc¢) e recuperagdo (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada
nivel de 4agua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Anélises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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hidrico (Unica combinagdo de fosforo e dgua em que houve diferenca
significativa entre as cultivares). Esse fato pode ser decorréncia de uma maior
incorporagdao de fotoassimilados em compostos estruturais da folha, ou de uma
maior taxa de transporte desses assimilados para o sistema radicular. As
mudangas na particdo do carbono em fun¢do do deficit hidrico fizeram com que a
razdo amido/agucares nao-redutores fosse reduzida drasticamente (Figura 14A),
fato também observado por CASTRILLO (1992).

Sob deficiéncia de fosforo, houve aumento na atividade total da
pirofosforilase do ADPG (Figura 8A), resultado semelhante ao de FREDEEN et
al. (1989), e aumento na atividade especifica no cultivar UFV-18 (Figura 9A),
elevando o teor de amido foliar (Figura 7A). Por outro lado, o teor de aglcares
nao-redutores (especialmente sacarose) ndo foi alterado pelo deficit (Figura 10A).
O efeito da deficiéncia de fosforo no teor de sacarose foliar ¢ controverso.
FREDEEN et al. (1989), também em trabalho com soja, observaram diminui¢do
nos teores de sacarose em plantas deficientes em fosforo, resultado da reducao na
atividade da SPS e aumento na atividade da invertase dcida, enquanto
CIERESZKO ¢ BARBACHOWSKA (2000) observaram, em feijao, aumento da
sacarose. Com excec¢ao da diminuigao nos teores de agucares redutores e soluveis
totais das plantas do cultivar UFV-18 mantidas irrigadas, o deficit de fésforo nao
modificou os teores das duas classes de ac¢ticares nos demais tratamentos (Figuras
11A e 12A). Como conseqiiéncia, os CNE foram aumentados (Figura 13A), bem
como a relagdo amido/agtcares nao-redutores (Figura 14A). Aumento dos CNE
em folhas de soja deficientes em fosforo também foi encontrado por Sa e Israel
(1998).

Apesar do efeito, per se, do baixo teor de Pi, ja que ele claramente tem
papel importante na regulacao fina da particdo do carbono assimilado, regulando
um grande numero de enzimas (DENNIS e BLAKELEY, 2000), a queda da taxa
fotossintética liquida, em fun¢do do deficit de fosforo, pode ser decorrente da
redu¢do no crescimento das plantas. Nesse sentido, BASU et al. (1999)

verificaram que o aumento no nivel dos carboidratos foliares (amido, sacarose e
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Figura 14 - (A) Razdao amido/agucares ndo redutores (ANR) nas folhas de soja
cultivadas sob dois niveis de fésforo (Pc - 250 mg dm?, Py - 25 mg dm™ )
e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (H¢) e recuperagao (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fésforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada
nivel de 4gua. ** média significativamente maior entre as cultivares.

Andlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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hexoses), em fun¢do da remog¢ao dos drenos (tubérculos), foi a principal causa da
reducdo da fotossintese de batata. CHAPIN ¢ WARDLAW (1988) encontraram
redu¢do no numero ¢ na atividade dos drenos de plantas de cevada deficientes em
fosforo. Em folhas excisadas, RUFTY e HUBER (1983) verificaram que o amido
e a sacarose aumentaram, provocando queda na fotossintese. QIU e ISRAEL
(1994) observaram, em soja, que apesar de a exportacdo de sacarose das folhas
ter diminuido sob deficiéncia de fosforo, um aumento continuo dos teores de
amido no caule e raizes foi observado. Isso indica que a reducao da exportagao
de carboidratos ndo foi o fator primario da redugdo no crescimento de 6rgaos
nao-fotossintéticos, tese também defendida por RODRIGUEZ et al. (2000).

O deficit de 4gua nao influenciou o acimulo da massa seca das folhas e
da parte aérea das plantas, exceto nas plantas de Doko RC cultivadas no nivel
mais alto de fosforo (Pc). Nestas, a deficiéncia hidrica provocou redugao da
massa seca (Figura 15A e 16A). Concomitantemente, naquele mesmo tratamento,
o teor de CNE das plantas mantidas irrigadas foi baixo (Figura 13A), o que
sugere uma maior incorporagdo de carboidratos em compostos estruturais. A
pouca influéncia da baixa taxa fotossintética liquida sobre a massa final das
plantas sob deficit hidrico, em grande parte, deveu-se ao fato de que o deficit fora
implantado no estadio R3, fase em que as plantas ndo mais apresentavam
expansao da lamina foliar e praticamente todo o carbono fotoassimilado estava
sendo utilizado no desenvolvimento reprodutivo, além da curta duragdo do
periodo de deficiéncia hidrica.

O crescimento da planta, estimado pela massa seca das folhas e parte
aérea, foi acentuadamente reduzido com o deficit de fosforo (Figuras 15A e
16A), resultados observados também por PLESNICAR et al. (1994) e AL-
KARAKI et al. (1995). FREDEEN et al. (1989) atribuiram a diminui¢do no
crescimento da lamina foliar, em fung¢ao de deficiéncia de fosforo, a reducao na
expansao das células epidérmicas; essa reducdo pode ser conseqiiéncia da menor
condutancia hidraulica das plantas deficientes em fosfato (RAO e TERRY,
1989).
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Figura 15 - (A) Massa seca de folhas de soja cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc -
250 mg dm™, P - 25 mg dm™) e submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo
(Hc) e recuperagao (Figura B). Duas colunas com letras mintsculas iguais
nao diferem quanto ao nivel de dgua dentro do mesmo nivel de fosforo;
colunas com duas letras maitisculas iguais nao diferem quanto ao nivel de
fosforo, dentro de cada nivel de agua. ** média significativamente maior
entre as cultivares. Analises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 16 - (A) Massa seca da parte aérea de plantas de soja cultivadas sob dois niveis
de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Py - 25 mg dm™) e submetidas a deficit
hidrico (Hg) ou ndo (Hc¢) e recuperacao (Figura B). Duas colunas com
letras mindsculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de agua dentro do
mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras maitsculas iguais nao
diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de 4gua. ** média
significativamente maior entre as cultivares. Analises pelo teste de Tukey
ap<0,05
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3.4. Efeito do restabelecimento da hidratacio nos parametros de

intercambio do carbono

Apos dois dias do retorno da irrigacao, os potenciais hidricos das plantas
voltaram aos niveis encontrados antes da implantacao do deficit hidrico (Figura
2). Com isso, a taxa fotossintética liquida, a condutincia estomatica, a taxa
transpiratdria e a razdo C;/C, das plantas que sofreram deficit hidrico se
recuperaram, com valores iguais aos das plantas-controle (Quadro 3), refor¢ando
a tese de que a limitagdo estomatica fora o fator preponderante na queda da taxa
fotossintética sob deficit hidrico. Com efeito, quando as plantas sofrem
desidratacdo moderada, a maquinaria fotossintética, via de regra, permanece
intacta e o fechamento estomatico ¢ o principal fator de declinio na taxa
fotossintética liquida (SHARKEY e SEEMANN, 1989; CORNIC, 2000). Em
adi¢do, conforme KAISER (1987), os efeitos de deficits hidricos moderados (até
50% do teor relativo de 4gua), sdo rapidamente revertidos apds reirrigagao.

Comparando-se os niveis de fosforo, apos a reirrigagdo, tanto as plantas
de H¢ quanto aquelas de Hg apresentaram menor taxa fotossintética no menor
nivel de fosforo (Quadro 3). Além disso, todas as plantas apresentaram maior
relagcdo C/C, no nivel menor de fosforo (Quadro 3), efeitos que ndo puderam ser
observados quando essas plantas encontravam-se desidratadas e com baixissimas

taxas fotossintéticas.

3.5. Efeito do restabelecimento da hidratacio nos teores dos pigmentos

foliares, fosforo inorganico e proteinas soliveis totais

Os teores de clorofilas a, b e total mantiveram-se nos mesmos niveis em
que se encontravam sob deficiéncia hidrica (Quadro 4), comprovando mais uma
vez que essas moléculas ndo foram responsaveis pela queda da taxa fotossintética

sob condi¢des de deficit hidrico.
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Quadro 3 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc = 250 mg P dm™, Pz =25 mg P dm™) e de
agua (Hc = controle, Hg = deficit hidrico) na taxa fotossintética liquida (A4,
umol m™?s™), na conduténcia estomatica ao vapor d'agua (g5, mol m?s™),
na transpiracdo (E, mmol m™ s™) e na razio entre concentracdes interna e
ambiente de CO, (Ci/C,) de plantas de soja, apds o restabelecimento da
hidratagao normal

Cultivares
A Niveis de UFV-18 Doko RC
Parametros . PR P
fosforo Niveis de agua
Hc HE HC HE
4 Pc 9,86 aA 9,00 aA 10,47 aA 10,42 aA
Pg 4,01 bA 3,60 bA 4,29 bA 3,41 bA
Pc 0,38 aA 0,40 aA 0,56 aA 0,57 aA
& P 0,29 aA 0,23 bA 0,59 aA 0,38 bB
Pc 5,36 aA 5,30 aA 6,04 aA 6,07 aA
E Pg 5,33 aA 5,01 aA 5,13 bA 4,66 bA
cic Pc 0,706 bA 0,721 bA 0,733 bA 0,739 bA
e Py 0,813 aA 0,822 aA 0,864 aA 0,887 aA
Efeito de Cultivares
PcHe PcHg PegHc PeHg
UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC
A %
gS % % * %
E % %
Ci/C, * *

Nas colunas, para cada caracteristica, médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem estatisticamente entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras
maiusculas iguais, dentro da mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de
Tukey.

* média significativamente maior pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Quadro 4 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc = 250 mg P dm”, Pr=25 mg P dm™) e de
agua (Hce = controle, Hg = deficit hidrico) nos teores de clorofila a, b ¢
total (mg g’ MS) sobre as plantas de soja, apos o restabelecimento da
hidrata¢ao normal

Cultivares
R Niveis de UFV-18 Doko RC
Parametros , T ,
fosforo Niveis de 4gua
HC HE HC HE
Chl Pc 5,68 aA 5,01 aA 6,97 aA 6,40 aA
a
Pr 5,31 aA 5,00 aA 4,28 DbA 3,57 bA
Chl b Pc 1,35 aA 1,24 aA 1,56 aA 1,46 aA
Pg 1,30 aA 1,26 aA 1,03 bA 0,91 bA
Pc 7,03 aA 6,25 aA 8,53 aA 7,86 aA
Chl total
Pg 6,61 aA 6,26 aA 5,32 bA 4,48 bA
Efeito de Cultivares
PcHc PcHg PrHc PsHge
UFV-18 Doko RC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC
Chl a % * * *
Chl b * *
Chl total * * * *

Nas colunas, para cada caracteristica, médias seguidas de letras minusculas iguais ndo
diferem estatisticamente entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras
maiusculas iguais, dentro da mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de
Tukey.

* média significativamente maior pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Com relacdo ao teor de ortofosfato, nas plantas cultivadas no nivel mais
alto de fosforo, o restabelecimento da irrigagdo provocou uma maior absor¢ao de
Pi pelas plantas de Hg, fazendo com que o nivel foliar desse elemento fosse
maior nessas plantas (Figura 5B). Semelhantemente as medi¢des realizadas nas
plantas sob deficit hidrico, os teores de ortofosfato foram menores nas plantas do
tratamento Py (Figura 5B).

Com a retomada da hidratacdo das plantas, os teores de proteinas
soluveis totais mantiveram-se nos mesmos niveis, inexistindo diferencas entre os

diversos tratamentos (Figura 6B).

3.6. Efeito do restabelecimento da hidratacio na particio do carbono

fotoassimilado e massa seca das plantas

Comparando-se as plantas de Hc com aquelas de Hg, verificou-se que os
teores de todos os acucares foram semelhantes, para as duas cultivares, nos dois
niveis de fosforo, com excecdo dos menores teores de amido nas plantas que
sofreram deficiéncias combinados (PgHg) (Figuras 7B, 10B, 11B e 12B). Esse
comportamento mostra mais uma vez que o padrdo de fixacdo do carbono
fotossintético e a utilizacdo dos fotoassimilados voltaram a ser os mesmos apos
os dois dias da retomada da irrigagdo. Os menores teores de amido parece ser
resultado da menor taxa de sintese, provavelmente em razao da menor atividade
da pirofosforilase do ADPG (Figuras 8B e 9B). Apesar de a relagdo
amido/acticares nao-redutores ter aumentado nas plantas de Hg,
independentemente do nivel de fosforo no solo, quando do retorno da irrigagao,
nas plantas do UFV-18 (tratamento Pc) e nas de Doko RC (tratamento Pg),
aquela relacdo continuou menor nas plantas que sofreram deficit hidrico com
posterior recuperagdo (Figura 14B). Em adi¢do, os niveis de CNE dos
tratamentos Py ndo foram restabelecidos (Figura 13B).

A reducdo do crescimento das plantas em fun¢do da deficiéncia de

fosforo parece justificar o maior teor de amido das mesmas (Figura 7B), embora
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a atividade da pirofosforilase do ADPG tenha aumentado apenas no cultivar
UFV-18 (Figuras 8B e 9B). Os teores de agucares soluveis totais foram
semelhantes nas plantas com niveis diferentes de fosforo (Figura 12B),
aumentando, assim, as concentragdes de CNE nas plantas deficientes em fosforo
(Figura 13B). Os efeitos da deficiéncia de fésforo na particdo do carbono
assimilado permitem supor que a queda da taxa fotossintética, em funcao do
deficit de fosforo, deveu-se, em maior parte, a redugdo do crescimento das
plantas. Assim, devido a redugdo nos drenos metabdlicos, como conseqiiéncia do
menor crescimento das plantas, deve ter ocorrido uma inibi¢do da sintese da
sacarose € acimulo de triose-P no citosol, diminuindo ou cessando a exportagao
de trioses-P dos cloroplastos. Com isso, a razao 3-PGA/Pi no cloroplasto seria
aumentada, favorecendo a sintese de amido. Além disso, sob condicdes de baixa
atividade dos drenos (desfrutificacdo), SUWINGNYO et al (1995) verificaram
que a atividade da o-amilase de soja diminui, 0 que também concorre para o
aumento do teor de amido.

A recuperagdo do metabolismo do carbono nas plantas que sofreram
deficit hidrico e posterior reidratacao nao se refletiu na matéria seca das folhas e
da parte aérea das plantas do tratamento P, que permaneceram menores (Figuras
15B e 16B).

A semelhanca da medicdo realizada quando as plantas estavam sob
deficit hidrico, a matéria seca das plantas deficientes em fosforo foi bem menor
que a das plantas cultivadas em P (massa seca foi 9,4 e 8,0 vezes maior nas
folhas e 10,6 e 9,3 vezes maior na parte aérea das plantas de UFV-18 e Doko RC

cultivadas no nivel mais alto de fosforo, respectivamente) (Figuras 15B e 16B).
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os efeitos das deficiéncias hidrica e de fosforo, i1soladas ou
simultaneamente, sobre as caracteristicas fotossintéticas e de intercambio do
carbono, sobre os teores de pigmentos foliares e o crescimento das plantas foram
estudados em plantas de soja (Glycine max (L.) Merril). Para tal, plantas de soja
foram crescidas em vasos contendo solo e areia, na propor¢cdo de 2:1 (v:iv),
adubados com 25 mg (deficiente) e 250 mg (controle) de P dm™ de substrato.
Quando as plantas atingiram o estddio de desenvolvimento R3, o deficit hidrico
foi implementado. Para isso, a irriga¢ao foi suspensa, permanecendo assim até o
momento das analises. Um segundo grupo de plantas voltou a receber irrigagdo
por dois dias, até recuperarem o estddio hidrico inicial, momento em que as
analises foram realizadas. Verificou-se reducao da taxa fotossintética liquida sob
deficiéncias de agua e de fosforo. A condutancia estomatica ao vapor d'agua e a
taxa transpiratoria sofreram diminuicdo e a razdo C;/C, aumentou com o deficit
hidrico. Sob deficiéncia de fésforo houve também, aumento na relacao C;/C,. Os
teores de clorofilas ndo foram alterados pelo deficit hidrico e sofreram redugao

no cultivar Doko RC com o déficit de fosforo. O teor de Pi foliar foi
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drasticamente reduzido nas plantas deficientes em fésforo e, apenas nas plantas
cultivadas no nivel mais alto de fosforo, houve redugdo de Pi com a implantacao
do deficit de agua. Os teores de proteinas soliveis totais nao foram modificados
com os estresses. Com o deficit hidrico, o teor de amido foliar foi reduzido,
resultado, provavelmente, de uma maior atividade de degradagdo, uma vez que
os teores de acucares soluveis totais aumentaram e a atividade da pirofosforilase
do ADPG nao foi diminuida. Os teores de acgucares nao-redutores, redutores e
soluveis totais foram aumentados em fun¢ao da deficiéncia hidrica. Sob deficit de
fosforo, os teores de amido foliar e a atividade da pirofosforilase do ADPG
foram aumentados. De uma maneira geral, os teores de agucares ndo-redutores,
redutores e soluveis totais ndo foram alterados pela deficiéncia de fosforo. A
relacdo amido/agtcares ndo-redutores diminuiu com o deficit hidrico e aumentou
com o deficit de fosforo, exceto nas plantas de UFV-18 que sofreram também
deficiéncia de 4gua. Redugdo da massa seca das folhas e da parte aérea das
plantas, em funcao do deficit hidrico, s6 foi encontrada nas plantas de Doko RC
cultivadas no nivel mais alto de fosforo. Nas plantas submetidas a deficit de
fosforo, ocorreram redugdes acentuadas daqueles parametros. A andlise em
conjunto do padrao de acumulo dos fotoassimilados e do padrao de crescimento
das plantas submetidas a deficit de fosforo sugere que a queda na taxa
fotossintética dessas plantas deveu-se, em maior parte, a reducdo do crescimento
das mesmas. Com a retomada da irrigagdo, houve recuperacdo da taxa
fotossintética liquida, da condutdncia estomatica, da taxa transpiratoria e da
relagdo C/C,, com valores iguais aos das plantas-controle. Também, os teores de
todas as classes de agucares analisados foram semelhantes apos a reirrigagao,
com excecdo das plantas que sofreram deficiéncias combinadas. Estes resultados
sugerem que o padrido de fixagdo do carbono fotossintético e a utilizagao dos
fotoassimilados voltaram a ser os mesmos apos a retomada da irrigacdo e
reforcam a idéia de que a limitacdo estomatica foi o fator preponderante na queda
da taxa fotossintética liquida das plantas submetidas a deficit hidrico. Os efeitos

do deficit de fosforo nao foram modificados apods a reirrigacdo, o que parece
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confirmar a hipdtese de retroinibicdo da fotossintese devido o actimulo de

carboidratos.
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CAPITULO 2

FLUORESCENCIA DA CLOROFILA EM PLANTAS DE SOJA
SUBMETIDAS A DEFICIENCIAS HIDRICA E DE FOSFORO

1. INTRODUCAO

As plantas podem apresentar respostas fotossintéticas diferenciais
quando submetidas ao deficit hidrico. Apesar de o estresse hidrico afetar varias
etapas do processo fotossintético, os passos de absor¢do e transferéncia da
energia luminosa em nivel de fotossistemas podem ndo ser afetados (TERJUNG
et al., 1997). Quando o teor relativo de 4gua ¢ reduzido para valores de até 70%
(estresse moderado), o declinio da taxa fotossintética liquida resulta, via de regra,
de limitagdes estomdticas, mas quando esta reducao atinge valores mais baixos
do que 70% (estresse severo), o declinio pode ser creditado a diminui¢ao na taxa
de transporte de elétrons e ou diminui¢dao da atividade das enzimas do ciclo de
Calvin (CHAVES, 1991; GIARDI et al., 1997). Segundo SACCARDY et al.

(1998), a eficiéncia quantica do fotossistema II (FSII) s6 é reduzida quando o
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teor relativo de agua cai para valores menores do que 60%, ou seja, sob
condicdes de deficit hidrico severo.

Para LAURIANO et al. (1997), o fechamento estomatico ndo pode ser
considerado como o Unico fator limitante da fotossintese em plantas submetidas a
deficit hidrico moderado, pois em varias espécies, ndo ocorre diminuicdo da
concentragdo de CO, nos espagos intercelulares, mesmo havendo fechamento
estomatico. Segundo esses autores, em amendoim a deficiéncia hidrica reduziu a
fotossintese mesmo em condi¢des saturantes de CO, interno, indicando que os
efeitos foram de natureza nao-estomatica. SANCHEZ-RODRIGUEZ et al.
(1997) observaram que o decréscimo da fotossintese sob condi¢des de deficit
hidrico pode ser decorrente do suprimento inadequado de NADP', ADP ¢ Pi, ¢
ou a baixa ativa¢ao das enzimas do ciclo de Calvin moduladas pela luz ou aos
altos potenciais redox e de fosforilacdo que sdo encontrados sob essa condigao.
Além disso, foram encontrados outros efeitos do deficit hidrico sobre os
fotossistemas, tais como degradagdo das proteinas D1 e D2 pertencentes aos
centros de reagao do FSII (HE et al.,, 1995) ¢ aumento na transformagdo da
energia luminosa em energia calorifica (BIEHLER et al., 1996). Conforme
HAVAUX (1992), inibicdo das reagdes fotoquimicas devido ao deficit hidrico
seria resultado de fotoinibicdo ou de um artefato gerado pela preparacao de
cloroplastos isolados.

O efeito da deficiéncia de ortofosfato nas reacdes fotoquimicas da
fotossintese ¢ também motivo de controvérsia. Alguns autores (ABADIA et al.,
1987; LIMA et al., 1999), preconizam que a deficiéncia de fosforo praticamente
nao afeta a eficiéncia quantica do FSII, enquanto que outros (PLESNICAR et al.,
1994; RODRIGUEZ et al.,, 2000) acham que a deficiéncia de fosforo causa
decréscimo naquele parametro. De acordo com os ltimos autores, a fotossintese
sob condi¢des limitantes de fosforo ¢ regulada tanto em nivel de absor¢ao da
energia luminosa nos tilacoides, quanto pelas enzimas do metabolismo do

carbono.
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Em virtude da reducdo da fotossintese provocada por estresses
ambientes, o consumo de energia pelo ciclo de Calvin decresce e o excesso da
energia radiante tem que ser dissipado, para ndo provocar danos irreversiveis aos
fotossistemas. Essa dissipacao se faz de varias maneiras: a energia luminosa pode
ser usada na refixacdo do CO, fotorrespirado, como observado em girassol
(SCHEUERMANN et al., 1991), em reacdes tipo Mehler, predominantes em
feijdo (CORNIC et al., 1989), na dissipagdo térmica pelo ciclo das xantofilas e
inativagao do FSII devido a mudangas estruturais em seus centros de reacao
(MAURY et al., 1996). Pode, ainda, ser dissipada em mecanismos alternativos
como aumento da atividade da enzima desidrogenase do malato dependente de
NADP" (BIEHLER et al., 1996). Essas dissipacdes da energia radiante
constituem-se em mecanismos de grande importancia para a sobrevivéncia das
plantas. Quando as plantas estdo submetidas a altas irradidncias e operam com
baixas taxas fotossintéticas, menos de 10% da energia radiante absorvida pelas
mesmas ¢ utilizada na fotossintese (quando operando em alta taxa fotossintética,
essa utilizagdo pode chegar a 50%) e, portanto, a energia excedente deve ser
dissipada. Muitas evidéncias apontam os complexos coletores de luz (LHC) do
FSII e, em menor escala, do FSI, como os principais locais de dissipacao dessa
energia (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1996). Todos esses mecanismos
dissipativos da energia radiante participam do chamado coeficiente de dissipagao
nao-fotoquimico (qNP), parametro que pode ser avaliado com o uso de um
fluordmetro de luz modulada.

Este trabalho teve por objetivo caracterizar os pardmetros fotoquimicos
em plantas de soja submetidas a deficiéncias hidrica e de fosforo, isoladamente e

em conjunto.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 - Material Vegetal e Condi¢des de Cultivo
Vide capitulo 1.

2.2 - Tratamentos

Vide capitulo 1.

2.3 - Determinacao do potencial hidrico

Vide capitulo 1.

2.4 - Medidas de fotossintese e fluorescéncia da clorofila

A assimilacdo liquida de CO, (A4) foi medida em um analisador de gés no
infravermelho (LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK), em sistema aberto, com fluxo de
ar de 300 mL min™. As medi¢des foram realizadas nos dois foliolos adjacentes da
segunda folha superior totalmente expandida, utilizando radiacdo artificial

saturante (fluxo de fétons de 1200 pmol m? s7), sob condi¢des de umidade
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relativa do ar e temperatura ambientes. As leituras foram sempre realizadas entre
10:00 h e 12:00 h.

A fluorescéncia da clorofila foi monitorada com um medidor de
fluorescéncia de luz modulada (FMS2, Hansatech, Norfolk, UK). Apds 30
minutos de adaptag@o ao escuro, as folhas foram expostas a luz vermelha-distante
de baixa intensidade (<2 pmol m™ s™) e realizou-se a medigdo da fluorescéncia
inicial (Fp). Em seguida, aplicou-se um pulso saturante de 15.300 pmol m? s’
por 0,7 segundos para a maxima reducdo de Q,, quando a fluorescéncia ¢
maxima (F,,). Em seqiiéncia, a luz actinica foi ligada (1.200 pmol m? s") para
obtengdo da fluorescéncia constante (F;) e, apds 180 segundos, novo pulso
saturante foi aplicado (15.300 wmol m? s” por 0,8 segundos) e a fluorescéncia
maxima adaptada a luz (F,') mensurada. Posteriormente, a luz actinica foi
desligada e a vermelha-distante novamente ligada para medi¢do da fluorescéncia
inicial adaptada a luz (F,'). O aparelho estimou a razdo entre a fluorescéncia
variavel e a fluorescéncia maxima (F,/F), a eficiéncia quantica dos FSII
mantidos iluminados (OFSII) (GENTY et al., 1987), a eficiéncia fotoquimica dos
FSII abertos (F,’/F,’), a dissipagdo de energia pelos fotossistemas [coeficiente de
extingdo fotoquimico (qP)], a dissipacdo nao fotoquimica [coeficiente de
extingdo ndo fotoquimico (qNP)] e a dissipacdo ndo fotoquimica alternativa

[dissipagdo Stern-Volmer (NPQ)].

2.5 - Fracoes de fosforo

A fracdo de foésforo inorganico foi determinada nos mesmos foliolos
utilizados para a determinacdo dos parametros fotossintéticos. A extragdo foi
realizada, utilizando-se o método proposto por PEREIRA (1992); a quantificagdo
seguiu a metodologia descrita por LINDEMAN (1958), dosando-se o complexo

"azul de molibdénio", a 720 nm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito das deficiéncias de fosforo e de agua na taxa fotossintética liquida

No dia da implementagdo do deficit hidrico, época em que as plantas
atingiram o estddio Rj;, todas apresentaram o mesmo potencial hidrico,
independentemente do nivel de fosforo (Figura 1).

No momento da imposicdo do deficit hidrico, as taxas fotossintéticas
liquidas (4) foram iguais dentro de cada nivel de fosforo (P¢ - 250 mg P dm™ e
Pr; - 25 mg P dm™), como se verifica na Figura 2. No nivel de fosforo mais baixo,
a taxa fotossintética foi menor, comparada com o nivel mais alto (Figura 2),
resposta semelhante a encontrada em girassol por PLESNICAR et al. (1994), em
girassol e milho por JACOB (1995), em Trifolium por ALMEIDA (2000) e em
Lupinus mutabilis por PASSARINHO (2000).

Quando o potencial hidrico foliar decresceu para valores entre -0,5 e -1,0
MPa (Hg) (Figura 1), ocorreu dréstica reducdo da taxa fotossintética liquida das
duas cultivares, independente do nivel de fosforo em que as mesmas foram
cultivadas (Figura 2). O teor de fosforo inorganico foliar também decresceu com

o deficit de fosforo no solo (Figura 3A). Apds a imposi¢ao do deficit hidrico, a
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Figura 1 - Potencial hidrico (V) das plantas de soja cultivadas sob condi¢des normais
(PcHc), de deficit hidrico (PcHg), de deficit de fosforo (PgHc) e de deficits
hidrico e de fésforo (PgHg). N - inicio da imposi¢do do deficit hidrico; E -
maximo deficit hidrico; R - final da recuperagdo do deficit hidrico; Pc e Pg
=250e25mgP dm>, respectivamente; Hc e Hg = plantas ndo submetidas e
submetidas a deficit hidrico, respectivamente. As barras representam o
desvio padrao da média
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Figura 2 - Taxa fotossintética liquida (4) de plantas de soja cultivadas sob condi¢des
normais (PcHc), de deficit hidrico (PcHg), de deficit de fosforo (PgHc) e de
deficits hidrico e de fésforo (PgHg). N - inicio da imposi¢cdo do deficit
hidrico; E - méximo deficit hidrico; R - final da recuperagdo do deficit
hidrico; Pc e P =250 ¢ 25 mg P dm’ , respectivamente; Hc e Hg = plantas
nao submetidas e submetidas a deficit hidrico, respectivamente. As barras
representam o desvio padrao da média
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Figura 3 - (A) Teor de ortofosfato (Pi) foliar em plantas de soja cultivadas sob dois
niveis de fosforo (P¢ - 250 mg dm?, Py - 25 mg dm’ ), submetidas a deficit
hidrico (Hg) ou nao (H¢) e recuperagao (Figura B). Duas colunas com letras
minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de agua dentro do mesmo
nivel de fésforo; colunas com duas letras maiusculas iguais nao diferem
quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de &gua. ** média
significativamente maior entre as cultivares. Andlises pelo teste de Tukey a

p<0,05
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fotossintese das plantas cultivadas em PgHc foram menores que a das
plantas cultivadas em PcH¢. Entretanto, essa diferenca ndo foi observada nas
plantas deficientes em agua (PcHg e PgHg), uma vez que, independente do nivel

de fosforo, a taxa fotossintética liquida foi muito baixa (Figura 2).

3.2. Efeito das deficiéncias de fésforo e de agua na eficiéncia quéintica do

fotossistema 11

A queda da taxa fotossintética liquida em fung¢do do déficit hidrico
(Figura 2) n3o foi acompanhada por decréscimo na eficiéncia fotoquimica
intrinseca do fotossistema II (FSII), medida pela razdo entre a fluorescéncia
variavel e a fluorescéncia méaxima (F,/F,,), exceto quando houve interagdo com o
deficit de fosforo (Quadro 1), mostrando que o FSII ¢é resistente ao estresse
hidrico, como ja observado em algoddo (GENTY et al., 1987), em caf¢ (DA
MATTA et al., 1997) e em Casuarina equisetifolia (SANCHEZ-RODRIGUEZ et
al., 1997). Entretanto, danos fotoinibitdérios ao FSII foram encontrados por HE et
al. (1995), que verificaram degradacdo das proteinas D1 e D2 (principalmente
D2) em plantas de trigo sob deficit hidrico. Por outro lado, para as duas cultivares
e nos dois niveis de agua no solo, a deficiéncia de fésforo provocou reducao de
F,/F., (Quadro 1), exceto nas plantas de UFV-18 mantidas irrigadas. Decréscimo
de F,/F,, associado a aumento de F foi registrado apenas quando houve interacao
das deficiéncias nas plantas de Doko RC (Quadro I), indicando que, nessa
situacdo, pode ter ocorrido separagdo irreversivel do complexo coletor de luz
(LHCII) do complexo central do FSII (YAMANE et al., 1998) e/ou degradagao
da proteina D1 do nucleo do FSII (JACOB e LAWLOR,1993; LAURIANO et
al., 1997). A dissipagdo da energia radiante devido a fotoinibi¢do (ql) ¢ o maior
componente do qNP em plantas sob deficit de tosforo (JACOB, 1995), o que
explicaria a redugdo de F,/F, nessas plantas. Segundo OQUIST et al. (1992),
quando gP decresce a valores abaixo de 0,6, ocorre aumento da fotoinibicdo. No

presente trabalho, nas plantas submetidas simultaneamente aos dois estresses, o
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Quadro 1 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc = 250 mg P dm™, Pr = 25 mg de P dm™) e de

agua (Hc = controle, Hg = deficit hidrico) na razdo da fluorescéncia
variavel/maxima (F,/F,,), na razao F,'/F,,, na eficiéncia quantica efetiva do FSII
(¢FSID), na dissipacdo ndo fotoquimica (1 - ¢FSII ), no coeficiente de extingdo
fotoquimico (qP), no coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (qNP), no
coeficiente de extingcdo nado-fotoquimico alternativo (NPQ) e na fluorescéncia
inicial (Fy) de plantas de soja

Cultivares
Parametros Nfi,V is de UFV-18 PR p Doko RC
osforo Niveis de agua
Hc Hg Hc Hg
FJF. Pc 0,851 aA 0,856 aA 0,858 aA 0,846 aA
Pg 0,836 aA 0,789 bB 0,821 bA 0,771 bB
FLE, Pc 0,805 aA 0,791 aA 0,759 aA 0,749 aA
Pg 0,603 bA 0,450 bB 0,631 bA 0,512 bB
Pc 0,747 aA 0,729 aA 0,674 aA 0,632 aA
oFSIl Pg 0,431 bA 0,263 bB 0,523 bA 0,341 bB
I - OFSII Pc 0,253 aA 0,271 aA 0,326 aA 0,368 aA
Pg 0,569 bA 0,737 bB 0,477 bA 0,659 bB
qP Pc 0,928 aA 0,921 aA 0,885 aA 0,843 aA
Pg 0,713 bA 0,520 bB 0,828 aA 0,669 bB
GNP Pc 0,326 bA 0,314 bA 0,423 bA 0,408 bA
Pg 0,745 aA 0,828 aA 0,707 aA 0,804 aA
NPQ Pc 0,392 bA 0,364 bA 0,575 bA 0,527 bA
Pg 2,155 aA 2,402 aA 1,869 aA 2,362 aA
F, Pc 90,4 bA 117,0 aA 153,6 aA 145,6 bA
Pg 173,8 aA 146,8 aA 168,0 aA 208,4 aA
Efeito de Cultivares
PcHce PcHg PeHc PgHg

Fy/Fn

F,/Fp'
OFSII

1 - oFSII
qP
gNP
NPQ
Fo

UFV-18 Doko RC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC UFV-18 DokoRC

* *
* *
% %
* *

Nas colunas, médias seguidas de letras minusculas iguais ndao diferem estatisticamente
entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras maitsculas iguais, dentro da
mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de Tukey.

* média significativamente maior pelo teste de Tukey a p < 0,05
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valor de qP foi de 0,52 e 0,67 para UFV-18 e Doko RC, respectivamente (Quadro
1), reforcando a idéia de que, nessas plantas, especialmente no cultivar UFV-18,
poderia ter ocorrido danos fotoinibitérios. Como nas plantas submetidas apenas
ao deficit de fosforo o valor de qP foi superior a 0,7 e ndo houve aumento de F,
concomitantemente com a diminui¢do de F,/F,,, a reducdo desse parametro deve
estar associada a mecanismos de dissipagdao nao-fotoquimica da energia radiante.

Do mesmo modo que F,/F,, a eficiéncia fotoquimica efetiva, estimada
pela eficiéncia quantica dos FSII sob iluminagdo (OFSII), e a eficiéncia
fotoquimica dos FSII abertos (F,’/F,,”) s6 foram afetadas quando o deficit hidrico
foi acompanhado de deficiéncia de fosforo (Quadro 1), o que reforca a resisténcia
do FSII a falta de agua. Resultados contrastantes foram encontrados em
amendoim por LAURIANO et al. (1997), que observaram redug¢do na
transferéncia de elétrons de Pggy para Q,, aumento no estadio de reducao de Qy
(1 - gP) e reducao de OFSII, atribuindo esses efeitos a uma diminui¢do na
atividade do ciclo de Calvin em virtude do fechamento estomatico. Por sua vez, a
analise dos efeitos dos niveis de foésforo, mostrou que houve diminui¢ao de ¢FSII
e de F,’/F,” com o deficit de fosforo (Quadro 1). Redugdo da ¢FSII em plantas
de girassol cultivadas em solucdo nutritiva com baixo nivel de fosforo foi
observada por PLESNICAR et al. (1994), e, em plantas de trigo, RODRIGUEZ
et al. (2000) encontraram reducao de 21% e 31%, respectivamente para plantas a
pleno sol e sombreadas, na eficiéncia do uso da radiacdo por plantas deficientes
em Pi, em relagdo as plantas-controle.

Comparando-se os cultivares, ndo houve diferengas entre os mesmos
com respeito as dissipacdes fotoquimica e nao-fotoquimica de plantas submetidas
a deficit hidrico (Quadro 1). Essa indiferenca decorre do fato do FSII ser
resistente ao deficit hidrico (GENTY et al., 1987; Da MATTA et al., 1997;
SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 1997) e os cultivares ndo serem contrastantes a
esse tipo de estresse. Por outro lado, na andlise da deficiéncia de foésforo, o
cultivar UFV-18 apresentou queda de 23,17% da dissipagao fotoquimica (qP) e
aumento de 124,90% da dissipag¢ao nao-fotoquimica (QNP) e o cultivar Doko RC
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apresentou queda de 6,44% e aumento de 46,32% nas dissipacdes fotoquimica e
nado-fotoquimica, respectivamente. Sob deficiéncia combinada, esses valores
foram 45,34% e 20,64% para diminuicao de qP nas plantas de UFV-18 e Doko
RC, respectivamente e aumento de 171,95% e 79,08% em NP nas plantas de
UFV-18 e Doko RC, respectivamente. Os dados indicam uma menor redugdo da
eficiéncia fotoquimica nas plantas do cultivar Doko RC em func¢ao do deficit de
fosforo. Esses resultados sugerem que a andlise da fluorescéncia da clorofila
pode ser utilizada como ferramenta para selecdo de cultivares com resisténcias
diferenciais a alguns estresses ambientes, fato extremamente interessante, uma
vez que a técnica destaca-se por ser nao-destrutiva, rdpida e de custo

relativamente baixo (BINTER et al., 1997).

3.3. Efeito das deficiéncias de fésforo e de Agua na dissipacdo nio-

fotoquimica da energia radiante

De modo semelhante ao encontrado em feijdo por YORDANOV et al.
(1999), gNP nao foi alterado pelo deficit hidrico (Quadro 1). A manuten¢do de
gNP, concomitantemente com uma quase total inibicdo da taxa fotossintética
liquida, sugere a existéncia de outros aceptores terminais de elétrons, que
oxidariam Q, e seriam importantes na regulacao desse transporte. Por sua vez,
GIARDI et al. (1996), que observaram fosforilagdo do FSII (qT) e degradagdo de
D1 (ql) em plantas sob deficit hidrico. A fosforilacdo do FSII e a degradacao de
D1 devem atuar como mecanismos de protegdo da integridade estrutural e
funcional do FSII. O gqNP aumentou com a deficiéncia de fésforo (Quadro 1),
mostrando que a energia absorvida além da necessaria para a assimilacao de CO,
foi dissipada sob formas nao-fotoquimicas. Além do aumento em qNP, pode ter
ocorrido degradagao de apoproteinas do LHCII e de clorofilas (como verificado
no capitulo II), diminuindo a quantidade de elétrons capturados pelo centro de
reacdo do FSII. O qNP ¢ resultante de qE (dependente de um gradiente de pH no

tilacoide que, por sua vez, pode ativar a formacao de anteraxantina e zeaxantina),
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qT (fosforilagdo do FSII) e gl (danos fotoinibitérios do FSII) (RUBAN e
HORTON, 1995; SANCHEZ-RODRIGUEZ et al., 1997). Os danos
fotoinibitérios, responsaveis por ql, podem ser irreversiveis ou reversiveis.
Embora largamente utilizado, qNP parece superestimar a dissipagdo nao-
fotoquimica, como pode ser observado pelo somatério de OFSII e NP maior que
1 e, em virtude disso, mascarar os efeitos dos estresses. Por isso, no presente
trabalho, a energia ndo utilizada na etapa fotoquimica foi representada por 1 -
OFSII que, por sua vez, apresenta forte correlacao significativa com qNP (Figura
4). Por esse parametro, nas plantas cultivadas no nivel Py de fosforo, a
deficiéncia hidrica provocou aumento da dissipagdo ndo-fotoquimica. O deficit
de fosforo aumentou essa dissipacao nos dois niveis de agua, independentemente
da cultivar utilizada (Quadro 1).

A resisténcia do FSII ao deficit hidrico pode ser comprovada pelo fato de
que, apenas quando houve interacdo das deficiéncias, a dissipagdo térmica da
energia radiante (1 — F,’/F,") (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1996) aumentou
(Figura 5A). Por sua vez, a deficiéncia de fésforo promoveu aumento da
dissipacao térmica das duas cultivares em todos os niveis de agua (Figura 5A).

Grande parte da dissipacao térmica ¢ resultado de alteragdes em qE
(Figura 6A). Esse tipo de dissipacdo da energia radiante, que depende do
gradiente de pH formado pela acidificagdo do canal do tilacoide e € resultado da
desepoxidagdo da violaxantina em anteraxantina e zeaxantina, restringe a
oxidagdo de Q4 em uma forma quase logaritmica (GENTY et al., 1987). A
percentagem de qE na dissipacdo térmica total ndo variou com o deficit hidrico e
foi maior nas plantas cultivadas em Pg (Figura 7A). Contrariamente, ITURBE-
ORMAETXE et al. (1998), trabalhando com ervilha, ¢ SACCARDY et al.
(1998), com milho, encontraram decréscimo no indice de epoxida¢dao (aumento
de anteraxantina e zeaxantina) em fung¢do de deficit hidrico. Nos dois
experimentos, o deficit hidrico imposto foi superior ao imposto neste
experimento, o que provavelmente explicaria essa diferenca em qE. O aumento

de gqE, em funcdo da deficiéncia de fésforo, pode ser decorrente da restrigdo da
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Figura 4 - Relagdo entre a energia ndo utilizada na fotoquimica (1 - OFSII) e o
coeficiente de dissipacdo ndo-fotoquimico (qNP) de plantas de soja
cultivadas em dois niveis de fésforo (P¢ - 250 mg dm?, P; - 25 mg dm’ )e
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou nao (H¢). Yy - inicio do défice
hidrico, Yg - apos a imposi¢ao do défice hidrico e Yy - apds a recuperacao
do potencial hidrico inicial. * significativo pelo teste de ta p < 0,001
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Figura 5 - (A) Dissipagao térmica da energia radiante (1 - F,'/F,") em plantas de soja
cultivadas sob dois niveis de fésforo (Pc - 250 mg dm?, Pg - 25 mg dm'3),
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (H¢) e recuperacao (Figura B).
Duas colunas com letras mintsculas iguais nao diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras maitsculas
iguais nao diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada nivel de agua.
** média significativamente maior entre as cultivares. Analises pelo teste

de Tukey a p <0,05
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Figura 6 - (A) Dissipacao térmica dependente de energia (qE = F,/F,, - F,'/F,") em
plantas de soja cultivadas sob dois niveis de fosforo (P - 250 mg dm™, Py, -
25 mg dm™), submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (Hc) e recuperagio
(Figura B). Duas colunas com letras mintsculas iguais nao diferem quanto
ao nivel de agua dentro do mesmo nivel de fosforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fosforo, dentro de cada
nivel de 4gua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Andlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 7 - (A) Percentagem da dissipacdo térmica dependente de energia (qE) na
dissipacao térmica da energia radiante (1 - F,'/F,') em plantas de soja
cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pr, - 25 mg dm™),
submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (Hc¢) e recuperacao (Figura B).
Duas colunas com letras minusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de
agua dentro do mesmo nivel de fésforo; colunas com duas letras
maiusculas iguais ndo diferem quanto ao nivel de fésforo, dentro de cada
nivel de 4gua. ** média significativamente maior entre as cultivares.
Andlises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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fotofosforilagdo, levando a um aumento da energizagdo das membranas dos
tilacéides (PLESNICAR et al., 1994). O gE foi calculado pela diferenca entre
F,/F, e F,’/F,” (DEMMIG-ADAMS e¢ ADAMS, 1996) e ndo pela equagdo de
Stern-Volmer (NPQ), uma vez que a primeira apresenta dados compativeis com a
medi¢do da dissipagdo térmica (1 - F,'/F ') e existe uma significativa correlagdo
entre (F,/F,— F,’/F,’) e NPQ (Figura 8).

A fracdo de energia absorvida pelos centros de reacdo dos fotossistemas
e ndo utilizada na producdo de ATP ¢ NADPH + H' foi representada pela
diferenca entre F,’/F,’ e ¢FSII (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1996). Essa
diferenca estd correlacionada com a relagdo 1 — qP (Figura 9) e associada ao
estadio de reducao de Q. Como pode ser observado, aumento nesse tipo de
dissipagdo, com o deficit hidrico s6 foi encontrado no cultivar Doko RC (Figura
10A). A manutencdo do transporte de elétrons, estimada pela manutengdo de
OFSII (Quadro 1), e o aumento na reducao de Q, apenas no cultivar Doko RC
(Figura 10A), associados a valores muito baixos da taxa fotossintética (Figura 2),
revelam que outros processos devem utilizar a energia gerada na fase
fotoquimica. Sob deficiéncia hidrica, ocorre fechamento estomatico e diminuigao
da absor¢do de CO,, levando a um aumento na fotorrespiragdo. Esse aumento
auxilia a dissipacao da energia gerada na fotoquimica e ndo utilizada diretamente
na fixacdo do carbono, prevenindo o aparato fotossintético de danos
fotoinibitorios (TAIZ e ZEIGER, 1998). Segundo MAURY et al. (1996), a
capacidade de reciclar o CO, fotorrespirado pode ser o principal fator da alta
tolerancia do aparato fotossintético em nivel de FSII. Por sua vez, o deficit de
fosforo produziu aumento em (F,'/F,' - ¢FSII), independente da cultivar e do
nivel de agua no solo (Figura 10A). Em plantas de girassol submetidas a deficit
de foésforo, PLESNICAR et al. (1994) também encontraram aumento na
quantidade de Q, reduzida. Esse aumento ¢ proveniente do incremento na
quantidade de centros de reacao do FSII fechados, devido a ndo utilizagdo do
ATP ¢ do NADPH + H' pela fase bioquimica da fotossintese. Os centros de

reacao fechados representam uma populagdao do FSII que estd propensa a sofrer
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Figura 8 - Relagdo entre a dissipa¢dao térmica dependente de energia (qE = F/F,, -
F,/F,") e o coeficiente de dissipagdo nao-fotoquimico alternativo ou
coeficiente de Stern-Volmer (NPQ) de plantas de soja cultivadas sob dois
niveis de fosforo (P - 250 mg dm™, Pg; - 25 mg dm™) e submetidas a deficit
hidrico (Hg) ou ndo (H¢). Yy - inicio do défice hidrico, Y - apds a
imposi¢ao do défice hidrico e Yy - ap6s a recuperagdao do potencial hidrico
inicial. * significativo pelo teste de t a p < 0,001
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Figura 9 - Relacdo entre a energia absorvida pelos centros de reacao dos fotossistemas
e ndo utilizada na produgdo de energia fotoquimica (F,/F,,' - 0FSII) e a
quantidade Q4 no estadio reduzido (1 - qP) de plantas de soja cultivadas sob
dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™, Pg - 25 mg dm™) e submetidas a
deficit hidrico (H¢) ou nao (Hg). Yy - inicio do défice hidrico, Yi - apds a
imposi¢ao do défice hidrico e Yy - ap6s a recuperagao do potencial hidrico
inicial. * significativo pelo teste deta p < 0,001
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Figura 10 - (A) Fracdo de energia absorvida pelos centros de reacdo dos fotossistemas
e ndo utilizada na producdo de energia fotoquimica (F,/F,' - ¢FSII) em
plantas de soja cultivadas sob dois niveis de fosforo (Pc - 250 mg dm™,
Pr - 25 mg dm™), submetidas a deficit hidrico (Hg) ou ndo (Hc) e
recuperagdo (Figura B). Duas colunas com letras minasculas iguais nao
diferem quanto ao nivel de agua dentro do mesmo nivel de foésforo;
colunas com duas letras maitisculas iguais nao diferem quanto ao nivel de
fosforo, dentro de cada nivel de agua. ** média significativamente maior

entre as cultivares. Analises pelo teste de Tukey a p < 0,05
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danos por excesso de excitagdo e subseqliente mudancas na proteina DI
(MAURY et al., 1996).

A Figura 11 mostra a participagdo relativa dos trés tipos de dissipagao
mencionados, fotoquimica (F), térmica (T) e resultante do aumento em Qj
reduzida (I) na dissipacao total da energia absorvida pelo sistema coletor da
energia luminosa dos fotossistemas. Nela, pode-se observar que o deficit hidrico
praticamente nao alterou o percentual de dissipagdo de energia das plantas
cultivadas no nivel mais alto de fésforo. Nas plantas cultivadas no nivel mais
baixo de fésforo, o deficit hidrico provocou aumento na dissipacao térmica € na
fragdo da energia absorvida e ndo aproveitada (I) (principalmente na primeira). A
deficiéncia de fosforo provocou aumento em I, com maior aumento no cultivar
UFV-18 e um grande aumento em D, sendo esse aumento mais acentuado nas

plantas submetidas a deficits combinados.

3.4. Efeito do restabelecimento da hidratacdo na taxa fotossintética liquida e

na eficiéncia quantica do fotossistema I1

Com a retomada da irrigagdo, as plantas recuperaram o potencial hidrico
(Figura 1) e a taxa fotossintética (Figura 2). Naturalmente, as plantas dos
tratamentos deficientes em fosforo continuaram apresentando menor teor de Pi
(Figura 3B) e menor fotossintese (Figura 2).

Os valores de F,/F, revelam que, apenas nas plantas submetidas a
deficiéncias simultaneas de dgua e fosforo, essa relacao foi diminuida, sugerindo,
uma vez mais, que o aparato fotossintético ¢ resistente a varios estresses
ambientes e que o decréscimo em F,/F, apresentado pelas plantas com interagao
de deficits ¢ de natureza cronica. Além das plantas mantidas em PgHg, as
cultivadas em PgHc¢ do cultivar Doko RC apresentaram P na faixa de 0,6. Isso
reforca a observacao de que teria ocorrido danos fotoinibitorios nessas plantas

(OQUIST et al., 1992).
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Figura 11 - Participagdo relativa da dissipagdo fotoquimica (F), térmica (T) e
resultante do aumento em Q, reduzida (I) na dissipacao total da energia
absorvida por plantas de soja cultivadas sob dois niveis de fésforo
(Pc - 250 mg dm?, P - 25 mg dm'3), submetidas a deficit hidrico (Hg) ou
nao (Hc)
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Os valores de F,'/F,,' e de ¢FSII ndo se modificaram apds a reirrigacao
(Quadro 2), o que ¢ perfeitamente aceitavel, uma vez que apenas as plantas
submetidas ao deficit de fosforo, isoladamente ou em combinagdo com o deficit
hidrico, tinham sido afetadas. J4 que nao houve recuperagdo para essas plantas,

reforga-se mais uma vez a tese de fotoinibicao sofrida pelas mesmas.

3.5. Efeito do restabelecimento da hidratacio na dissipaciao nao fotoquimica

da energia radiante

A andlise da eficiéncia quantica das plantas, estimada pelos diversos
parametros de dissipacao ndo-fotoquimica, revelou que nao houve mudanca nos
mesmos com a retomada da irrigagdo. Com excecdo da recuperagdo dos valores
de Fv'/Fm' - ¢FSII (estadio de redugdo de Q,) das plantas de Hg do cultivar Doko
RC a niveis semelhantes aos das plantas de H¢ (Figura 10B), os demais
parametros mostraram a mesma relacdo quando das medicdes sob deficit hidrico
(Figuras 5B, 6B ¢ 7B).

Pelo exposto, quando se observa a participagdo relativa dos trés tipos de
dissipagdo, nota-se que a unica mudanca promovida pela retomada da irrigagao
ocorreu na dissipacao tipo I das plantas cultivadas em Pg, que antes era maior sob

deficiéncia hidrica e voltaram a ser iguais nos dois niveis de agua (Figura 12).
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Quadro 2 - Efeito dos niveis de fosforo (Pc =250 mg P dm™, Pg=25 mg de P dm™) e de 4gua

(Hc = controle, Hg = deficit hidrico) na razao da fluorescéncia varidvel/maxima
(Fv/Fy), na razdo F,'/F,,, na eficiéncia quantica efetiva do FSII (¢FSII), no
coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), no coeficiente de extingdo nao-
fotoquimico (qQNP) e no coeficiente de extingdo ndo fotoquimico-alternativo
(NPQ) de plantas de soja, ap0s o restabelecimento da hidratacao normal

Cultivares
Parimetros Niyeis de UFV-18 _ : Doko RC
fosforo Niveis de agua
Hc Hg Hc Hg
FL/F. Pc 0,859 aA 0,859 aA 0,896 aA 0,865 aA
Pg 0,830 aA 0,768 bB 0,824 aA 0,763 bB
D Pc 0,773 aA 0,796 aA 0,779 aA 0,752 aA
FFm P 0,621 bA 0,509 bB 0,619 bA 0,455 bB
Pc 0,713 aA 0,705 aA 0,684 aA 0,608 aA
OFSIL Pg 0,452 bA 0,345 bB 0,405 bA 0,251 bB
o Pc 0,921 aA 0,885 aA 0,877 aA 0,808 aA
Py 0,730 bA 0,674 bA 0,653 bA 0,554 bB
GNP Pc 0,336 bB 0,459 bA 0,402 bA 0,445 bA
Pg 0,758 aA 0,824 aA 0,698 aB 0,852 aA
NPQ Pc 0,444 bA 0,671 bA 0,545 bA 0,626 bA
Pg 2,067 aA 2,444 aA 1,437 aB 2,861 aA
Efeito de Cultivares
PcHc PcHg PeHc PeHg
UFV-18 Doko RC UFV-18 DokoRC UFV-18 Doko RC UFV-18 Doko RC
Fy/Fm
F,/Fp'
OFSII * *
qP * * *
qNP
NPQ *

Nas colunas, médias seguidas de letras minusculas iguais nao diferem estatisticamente
entre si a p < 0,05. Nas linhas, médias seguidas de letras maitsculas iguais, dentro da
mesma cultivar, ndo diferem entre si a p < 0,05, pelo teste de Tukey.

* média significativamente maior pelo teste de Tukey a p < 0,05
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Figura 12 - Participagdo relativa da dissipagdo fotoquimica (F), térmica (T) e
resultante do aumento em Q4 reduzida (I) na dissipagdo total da energia
absorvida por plantas de soja cultivadas em dois niveis de fosforo
(Pc - 250 mg dm”, P - 25 mg dm™), submetidas a deficit hidrico (Hg)
ou nao (Hc) e posterior recuperacao da hidratagao normal
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4. RESUMO E CONCLUSOES

A influéncia das deficiéncias hidrica e de fésforo na fotoquimica da
fotossintese foi observada em plantas de soja (Glycine max (L.) Merril). Para tal,
plantas de soja foram cultivadas em vasos contendo solo e areia, na proporcao de
2:1 (v:v), adubados com 25 mg (deficientes) ou 250 mg (ndo deficientes) de
P dm™, na forma de Ca(H,PO,),.2H,0. Quando as plantas atingiram o estadio de
desenvolvimento R3, o deficit hidrico foi implementado. Quando as folhas
apresentaram potencial hidrico na antemanha entre - 0,5 e -1,0 MPa, verificou-se
reducdo da taxa fotossintética liquida sob deficiéncias de agua e de fosforo. A
queda da taxa fotossintética liquida foi acompanhada por reducao na eficiéncia
quantica fotoquimica, medida pelas razdes F,/F,, F,/F,' e ¢FSII nas plantas
submetidas a deficiéncia de fosforo e de fosforo e agua. Também, a dissipagdo
ndo-fotoquimica da energia radiante foi aumentada apenas nos tratamentos
citados. Grande parte dessa dissipacdo nao-fotoquimica foi na forma de calor,
comprovado pelo aumento em (1 - F,'/F'), com a maior contribui¢do para essa
dissipacao calorifica vindo, possivelmente, do aumento na desepoxidacdo das
xantofilas (volaxantina para anteraxantina e zeaxantina), indicado pelo aumento

na diferenca entre F,/F, e F,'/F,'. A fracdo de energia dissipada por processos
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outros que estdo relacionados com o estddio de reducao de Q, (F,/F,' - ¢FSII)
aumentou com o deficit de agua no cultivar Doko RC, e com o deficit de fosforo
nas duas cultivares. Com a retomada da irrigacdo, a relacao F,/F, foi menor nas
plantas deficientes em fosforo e em fosforo e agua, sugerindo que nessas plantas
a inibicdo da eficiéncia fotoquimica foi de natureza cronica. A unica mudanga
promovida pela reirrigagdo nos mecanismos dissipativos nao-fotoquimicos da
energia foi a volta para niveis semelhantes aos das plantas-controle dos valores
de F,/F,' - OFSII das plantas que foram submetidas a deficiéncia hidrica e
posterior recuperagdo. O deficit hidrico, isoladamente, ndo promoveu perturbagao
na fotoquimica da fotossintese. Os dados sugerem que o deficit de fosforo
provocou danos na estrutura dos fotossistemas e aumento na dissipa¢do nao-
fotoquimica, quando aplicado de forma isolada e, principalmente, em conjunto

com o deficit hidrico.
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RESUMO E CONCLUSOES

Plantas de soja (Glycine max (L.) Merril) foram cultivadas em casa de
vegetagdo, utilizando-se como substrato solo e areia, na propor¢do de 2:1 (v:v).
Os experimentos foram montados em um fatorial 2 x 2 x 2. O primeiro nivel
refere-se as cultivares utilizadas, o segundo as quantidades de P no substrato (25
e 250 mg P dm™ de substrato) e o terceiro nivel indica o estado hidrico da planta
(plantas mantidas permanentemente irrigadas e plantas submetidas a deficit
hidrico quando as mesmas atingiram o estddio de desenvolvimento R3). Dois
grupos de plantas foram separados. O primeiro grupo foi utilizado para a
avaliagdo do efeito do deficit hidrico e o segundo, para a analise dos efeitos do
ressuprimento de 4gua para as plantas. Verificou-se reducdo da taxa
fotossintética liquida sob deficiéncias de dgua e de fosforo. O deficit hidrico nao
alterou a eficiéncia quantica do FSII, medida pelas razdes F,/F,,, F,'/F' e ¢FSII,
e nem a dissipacao nado-fotoquimica (qQNP), exceto quando em interagdo com a
deficiéncia de fosforo. Em fun¢do do deficit hidrico, ocorreram as seguintes
mudangas: a condutincia estomatica ao vapor d'dgua e a taxa transpiratoria

sofreram diminui¢do, a razdo C;/C, aumentou e os teores de clorofilas nao foram
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alterados. O teor de amido foliar foi reduzido, resultado, provavelmente, de uma
maior atividade de degradagdo, uma vez que houve acimulo de actcares soluveis
e a atividade da pirofosforilase do ADPG nao foi diminuida. Os teores de
agucares nao-redutores, redutores e soliveis totais foram aumentados em fungao
da deficiéncia hidrica. A relacdo amido/aclicares nado-redutores diminuiu e a
massa seca das folhas e da parte aérea das plantas so6 sofreu reducao nas plantas
de Doko RC cultivadas no nivel mais alto de fésforo. A queda da taxa
fotossintética liquida foi acompanhada por reducdo na eficiéncia quantica
fotoquimica, medida pelas razoes F,/F,, F,'/F,' e FSII nas plantas submetidas a
deficiéncia de fosforo e de fosforo e 4gua. Também a dissipagdo nao-fotoquimica
da energia radiante foi aumentada nos tratamentos citados. Grande parte dessa
dissipag¢ao nao-fotoquimica foi na forma de calor, comprovado pelo aumento em
(1 - F/F,'"), com a maior contribuicdo para essa dissipag¢ao calorifica vindo do
aumento na desepoxidagdo das xantofilas (volaxantina para anteraxantina e
zeaxantina), observado pelo aumento na diferenca entre F,/F, e F,/F,. Porém, a
fragdo de energia dissipada por processos outros que estao correlacionados com o
estadio de reducdo de Q, (F,/F,' - OFSII) também aumentou com o deficit de
fosforo nas duas cultivares. A razao C;/C, também aumentou sob deficiéncia de
fosforo. Enquanto o teor de Pi foliar foi drasticamente reduzido nas plantas
deficientes em fosforo, os teores de clorofilas sofreram redugdo apenas no
cultivar Doko RC. Sob deficit de fosforo, os teores de amido foliares e a
atividade da pirofosforilase do ADPG foram aumentados e, de maneira geral, os
teores de agucares nao-redutores, redutores e soliveis totais nao foram alterados.
A relagdo amido/actcares nao-redutores aumentou com o deficit de fosforo,
exceto nas plantas de UFV-18 que também sofreram deficiéncia de &agua.
Ocorreram acentuadas redugdes da massa seca das folhas e da parte aérea das
plantas que foram submetidas a deficit de fosforo. Com a retomada da irrigagao,
a relacao F,/F,, foi menor nas plantas deficientes em fosforo e em fosforo e agua.
A tUnica mudanga promovida pela reirrigagdo nos mecanismos dissipativos da

energia ndo-foto quimicos, foi a volta para niveis semelhantes aos das plantas-
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controle dos valores de F,'/F,,' - OFSII das plantas que foram submetidas a deficit
hidrico e posterior recuperacdo. A deficiéncia hidrica, isoladamente, ndo
promoveu perturbagdo na fotoquimica da fotossintese. Apos a reirrigacao, houve
recuperagao da taxa fotossintética liquida, da condutancia estomadtica, da taxa
transpiratdria e da relacdo Cj/C,, com valores iguais aos das plantas-controle. Os
teores de todos os agucares analisados foram semelhantes apds a reirrigagdao, com

excecdo das plantas que sofreram deficiéncias combinadas.
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