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RESUMO

OLIVEIRA, Maria Neudes Sousa de, D.S., Universidade Federal de Vigosa,
maio de 2001. Componentes da seiva xilematica envolvidos na sinalizacio
raizparte aérea em tomateiro submetido a défice hidrico. Orientador:
Marco Antoénio Oliva Cano. Conselheiros: Carlos Alberto Martinez y Huaman
¢ Marco Aurélio Pedron e Silva.

Plantas de tomate foram cultivadas em solugdo nuftritiva, em casa-de-

vegetacdo, e depois transferidas para sala-de-crescimento (fotoperiodo de 14

horas (iniciando-se & 8:00 horas), densidade de fluxo fotossintético de 500 pmol

m s’ temperatura entre 20-23°C e umidade relativa do ar entre 60-63%), com a

finalidade de determinar e avaliar a agdo de sinalizadores, presentes na seiva do
xilema de plantas submetidas a estresse hidrico, sobre a taxa transpiratoria. Os
estudos foram realizados em plantas inteiras e em folhas destacadas. Em plantas,
sem estresse, foram determinadas as alteragdes diurnas e sazonais de nutrientes ¢
pH da seiva xilematica. Em plantas submetidas a estresse hidrico rapido (horas
apés adicdio de PEG) e lento (dias apds adicdo de PEG), induzidos mediante
adicdo de PEG 6000 a solucdo nutritiva, avaliorse a relacdo entre a transpirago,
potencial hidrico foliar, concentracdo de &cido abscisico (ABA), Ca+2, K, Mg+2,
NH,", NO;, PO, e SO, e pH da seiva xilemética. Foi avaliada também a
sensibilidade estomatica ao ABA contido na sciva xilematica, em fungdo da
variacdo dos niveis de NOj, Ca™ e PO,” da seiva de plantas submetidas a
estresses. Em folhas destacadas de plantas ndo estressadas avaliowse o efeito da
fusicocina, cloreto de lantdnio ¢ vermelho de ruténio, em combinagdo com ABA
exdgeno, sobre a taxa transpiratoria. Avaliou-se também a  sensibilidade
estomatica a0 ABA exogeno, em funcdo dos niveis de NOj, Ca” e PO,”. Alkm

disso, avaliou-se o efeito de diferentes pHs (5,5, 6,5 e 7.5), de diferentes solucoes



de imersdo (seiva natural, seiva artificial e solugdo nutritiva de Hoagland Y2
forga) e concentragdes de d4cidos organicos (malico, maleico e  citrico),
aminoacidos  (4cido aspartico e glutimico, asparagina, glutamina e prolina),
acucares-alcoois (manitol e sorbitol) e putrescina, sobre a taxa transpiratoria. O
pH da seiva xilematica variou de 54 a 6,6. Os pHs menos é4cidos ocorreram nos
meses de temperaturas médias do ar mais elevadas. A variagdo diuma do pH da
seiva dependeu da época do ano. Exceto NO; e PO,", cujas concentragdes na
seiva do xilema foram maiores nos meses de temperaturas médias mais baixas, as
concentragdes dos demais nutrientes analisados ndo apresentaram um padrdo
relacionado com a época do ano. A concentracio de ABA e Ca+2, K', Mg+2,
NH,", NO;, PO,” ¢ SO, na seiva das plantas submetidas aos estresses lento e
rapido aumentou com a progressio dos estresses. Nas plantas submetidas a
estresses rapido ocorreu um aumento de 0,7 unidade no pH da seiva xilematica.
A adicdo de cloreto de lantanio e vermelho de ruténio a seiva artificial inibiu a
redugdo da taxa transpiratoria promovida por ABA. Fusicocina promoveu uma
reducdo de 30% na taxa transpiratoria e inibiu os efeitos do ABA sobre a mesma.
A reducdo na taxa transpiratdria, promovida por ABA exogeno, variou com o pH
e com os niveis de Ca” e NO; da solugdo de imersdo e¢ foi maior em folhas
imersas em solu¢do com pH 7,0, contendo NO; e Ca” Os 4cidos malico e
citrico, quando adicionados a seiva natural com pH 7,0, retardaram as redugdes
nas taxas transpiratdrias. Dentre os aminoicidos, o &cido glutdmico promoveu
redugdes na taxa transpiratoria. Os resultados mostraram que as interagdes entre
os componentes da seiva xilemdtica envolvidos na sinalizagdo variaram com a
forma do estresse. E possivel que, em tomateiro, o calcio ¢ a H'-ATPase estejam
envolvidos na rota de transducdo da sinalizagdo do estresse hidrico, uma vez que
tanto os inibidores de canais de calcio quanto o ativador da H'-ATPase inibiram

os efeitos do ABA sobre a taxa transpiratoria.






ABSTRACT

OLIVEIRA, Maria Neudes Sousa de, D.S.,, Universidade Federal de Vigosa,
May, 2001. Components of the xylem sap involved in the signalling root-
shoot in the tomato subjected to water deficit. Adviser. Marco Antonio
Oliva Cano. Committee Members: Carlos Alberto Martinez y Huamén e
Marco Aurélio Pedron e Silva.

To determine the action of xylem sap signaling compounds on the transpiratory
rate, tomato plants were subjected to water stress induced by polyethylene glycol
6000 (PEG). Before stress, plants were cultivated in nutritive solution, under
glasshouse conditions, and then transferred to a growth room (photoperiod of 14
hours, beginning at the 8:00 hours), photosynthetic photon flux density of 500
pmol ni° s”, 20-23°C temperature and 60-63% relative humidity. The studies
were accomplished in whole plants and in detached leaves. Plants were submitted
to fast (hours after addition of PEG) and slow (days after addition of PEG) water
stress. It was evaluated the relationship between transpiration and leaf water
potential, concentration of abscisic acid (ABA), Ca+2, K, Mg+2, NH,, NO;,
PO,” and SO, and pH of the xylem sap. It was also evaluated the stomata
sensibility to ABA contained in the xylem sap, in function of the variation of the
levels of NOs, Ca” and PO4+3. In detached leaves of non-stressed plants, it was
evaluated the effects of the fusicoccina, lanthanum chloride and ruthenium red, in
combination with endogenous ABA, on the transpiratory rate. It was also
evaluated the effects of different pH (5,5, 6,5 and 7.5), immersion solutions
(nutrient solution 1/2 force, natural sap and artificial sap), concentrations of the
organic acids malic, maleic and citricc the amino acids proline, asparagine,
glutamine, aspartic acid and glutamic acid, the sugar-alcohols mannitol and
sorbitol and the polyamine putrescine on transpiration. It was also evaluated the
effects of the addition of those products to the natural sap pH 6,0 and 7,0 on the
transpiratory rate. In plants, without stress, it was observed diumal and seasonal
alterations in pH and in nutrients of xylem sap. The pHs with values above 6 was
observed on January and February, months of larger medium temperature.
Starting from April the pH values were inferior to 6,0, reaching the smallest
values, among 54-5,6, on June to September, months of smaller medium
temperature. Except PO4-3, whose concentration in the sap stayed constant in the
period, the other ions appeared in larger concentrations in the saps collected in
April - June. K+ was the cation found in larger concentration in the sap (8-16
mM), representing 50-75% of the total concentration of all the analyzed cations.
Its concentration reduced in 50% from 9:00 to 16:00 hours. NH,” NO; and PO4'3
concentrations, increased during the day, while the concentrations of SO4 , Ca'
and Mg? didnt vary. Under growth chamber it was observed reduction on
stomatal conductance while transpiration remained constant. The transpiratory
rate decreased as the pH became more alkaline, independent of the immersion
solution or the addition of any composed to the solution. The acids maleic and
citric just promoted small reductions in the transpiratory rate when added to the
artificial sap. When added to the natural sap pH 6,0, which not corresponds to the



pH of the sap of stressed plants, none of the acids promoted any alteration in the
transpiratory rate. In pH 7, that it corresponds to the pH of the sap of stressed
plants, the addition of the malic and citric acids to the sap delayed the reductions
in the transpiratory rate. The results showed that the interactions among the
components of the xylem sap involved in the signaling they varied with the form
of the stress. It is possible that, in tomato, the calcium and H'-ATPase are
involved in the route of transduction of the signaling of the water stress, once so
much the inhibitors of channels of calcium as the activator of H' -ATPase
inhibited the effects of ABA on the transpiratory rate.



INTRODUGAO GERAL

O défice hidrico é um dos estresses nmis conuns
do anbiente que afetam o cseinento e desenvolvimento
das plantas por neio de alteragcbes no netabolism e
expressdo génica (Jensermt al ., 1996). As plantas

possuem necanisnos de resposta a estinulos do atbie
gue incluem cadeias de eventos bioquimcos chamdos
rotas de transducaode sinais. Essas rotas funcionam
numa sequéncia que envolvea percepcdao do sinal
extracelular, converséao e transducgéo do sinal
intracelular e iniciacdo da resposta, especificarga
cada sinal (WIlkinson e Davies, 1997). Desta formas
sinais quimcos oufisicos que atuam cono indicadores
das variacOes do neio tornase fatores inportantes,
no sentido de superar ou, pelo nmenos, reduzir oS

efeitos causados pel o estresse. A sintese de
substancias osnoprotetoras (lyer e Caplan, 1998),
alteracoes na perneabidade (Roberts, 1998) e

nmudancas no potencial osmdtico entre sinplasto e
apoplasto (Shinozaki e Yamaguch$hi nozaki, 1997)
podem estar relacionadas a esta sinalizacéao.

Durante o déficit hidrico do solo, processos
fisiolégicos na folha podem ser afetados posinais
transferidos da raiz para a parte aérea (Jessan

al ., 1996). Varias evidéncias sugerem que as raizes

tém um papel essencial na percepcdo do déficit
hidrico, via a producdo e emssao de um sinal qeion
translocado através do xilema, que, além dkterar o
conmportanmento estomatico, influencia outros process
metabdélicos na parte aérea, conmb o ganho de carbono
iniciacdo e expansao foliar (Salah e Tardieu, 1997)
Nesse sentido, o ABA tido conp mensageiro primario
parece exercer uma funcdo fundaral, um vez que €



conhecida a sua influéncia numa variedade de preoss

caracteristicos de déficit hidrico, com o fechamen

estomatico, expansdo foliar e acurmulo de solutoss na
raizes.

O movimento estomatico € o principal mecanismo
de controle das trocas gasosas nas plantas superiores.
E através dos estomatos que ocorre o influxo de CO,,
necessario ao processo fotossintético e ao crescimento,
e o efluxo de agua, por meio da transpiracio. Em
plantas crescendo em solo com reduzido suprimento de
agua, a abertura estomatica ¢ modulada por multiplos
fatores. Na literatura existem evidéncias mostrando
que, nos estagios iniciais de déficit de agua no solo, o
ABA produzido pelas raizes em desidratacio e
transportado no fluxo xilematico, é o principal fator
responsavel pelas restricoes iniciais na abertura
estomatica (Gollan et al, 1992; Schurr et al, 1995).
Evidéncias da participacdo do ABA na comunicacio
raiz-parte aérea sio deduzidas de experimentos com
sistemas radiculares subdivididos com metade vertical
das raizes hidratadas e metade secas, iniciados por
Zhang et al. (1987), ou de experimentos usando a
camara de pressao tipo Passioura (Heckenberger et al,
1996), nos quais a deficiéncia de agua no sistema

radicular ¢é induzida sem que ocorra qualquer



alteracao no potencial hidrico foliar. Nessas condicoes,
os estomatos fecham e a concentracao de ABA nas
raizes e seiva do xilema é aumentada. Varios trabalhos
mostram uma correlacio entre a reducio na
disponibilidade de agua do solo, concentraciao de ABA
na seiva do xilema e condutincia estomatica (Gollan et
al., 1992; Schurr et al., 1995; Correia e Pereira, 1995;
Correia et al., 1999).

Outros compostos envolvidos nos mecanismos
estomaticos, e que amplificam a resposta do
mensageiro primario, sio os mensageiros secundarios.
Tanto os fosfatidilinositideos quanto o calcio citossolico
livre participam como mensageiros secundarios em
plantas, modulando as respostas dos estomatos as
variacoes na disponibilidade de 4agua no solo.
Dependendo da concentracio de ABA que alcanca o
apoplasto ao redor das células-guarda, o mecanismo
regulatorio do fechamento estomatico promovido por
ele pode operar via diferentes rotas de transducio:
dependente de calcio e independente de calcio
(Cousson e Vavasseur, 1998). Na rota dependente de
calcio, o fechamento estomatico promovido por ABA ¢

precedido por um aumento na concentracio de calcio



citossolico livre, resultante da combinaciao da abertura
dos canais de influxo de calcio extracelular e liberacao
intracelular de calcio (McAinsh ef al, 1990). ABA e
calcio parecem agir sinergisticamente no fechamento
estomatico (Wilmer e Fricker, 1996) por inibir os
canais de influxo de potassio e ativar os canais de
efluxo de potassio e anions.

No entanto, a reacio estomatica para o ABA nao é
simples. Em alguns casos 0 aumento na concentracao
de ABA nao explica totalmente a extensio do
fechamento estomatico. Enquanto alguns trabalhos
sugerem a participacio de outros sinais (Fusseder et
al., 1992), alguns ainda desconhecidos, outros atribuem
as alteracoes na sensibilidade estomatica para o ABA.
Os trabalhos mais recentes mostram que essa

sensibilidade pode ser controlada por fatores como o

estado nutricional da planta (Jeschke et al., 1997),
composicao ionica do xilema (Schurr et al, 1992), ABA
conjugado e pH do fluxo xilematico (Thompson et al,
1997; Hartung et al, 1998). Além disso, condicoes de
crescimento como temperatura (Correia et al, 1999),
nivel de radiacio (Heckenberger et al, 1996), idade e
estado hidrico da folha (Tardieu e Davies, 1993),



também influenciam a sensibilidade estomatica para o
ABA.

Diversas sao as substancias quimicas translocadas
para a parte aérea, através do xilema, e que sao
potencialmente capazes de fornecer informacoes
quanto a disponibilidade de agua no sistema radic ular.
Dependendo do tipo, intensidade e duracao do estresse,
sinais especificos podem ser produzidos e as interacoes
com ABA na regulacio do mecanismo estomatico
podem ser alteradas. Diante disso, este trabalho teve
como objetivos estudar:

1- As influéncias diurnas e sazonais sobre aspectos da
seiva xilematica de tomateiro;

2- As alteracoes na composicio da seiva xilematica,
decorrentes de estresse hidrico, capazes de influenciar
0 comportamento estomatico;

3- Alteracoes na sensibilidade estomatica para
constituintes do fluxo transpiratorio em plantas
inteiras e folhas destacada;

4- As influéncias de constituintes da seiva xilematica

sobre a taxa transpiratoria em folhas destacadas.
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CAPITULO 1

ALTERACOES DIURNAS E SAZONAIS DO pH E NUTRIENTES DA SEIVA
DO XILEMA DE TOMATEIRO

ABSTRACT - Plants of Lycopersicon esculentum MII.

var. Santa Clarawas cultivated in nutrient solution
under glasshouse conditions. Periodically, groupd o
plants, wth approximately 40 days of age, were
transferred to a growth room wth 14 hour’s
phot operiod (beginning at t he 8:00 hours),
photosynthetic photon flux densy of 500 nmol m2 s-i

20-23°C tenperature, and 663% relative humdity. In

those plants, the <collections of xylem sap were
acconmplished nonthly during one year, in elapsind o
the day (9:00, 11:00, 14:00 and 16:00) and in two
places in the plant (5 cm a@be the base and in the
petiole of the 52 leaf). After the collection, thpHs

of the sap was determned, and soon after theseewer
stored to -20°C for the determnation of the contents
of Ca+2, K+, M2, NH*, NQ, PQ3 and S@. Detached

leaves of the same plants were submerged in the
respective saps and the transpiratory rate was
evaluated with an infrared gas analyzer. During the
evaluation period, the pH of the xylem sap variedomm

5,3 to 6,4. The pHs with values above 6,0 was obsar

on January adth February, nonths of Jlarger nmedium
tenmperature. Starting from April the pH values were
inferior to 6,0, reaching the smallest values, agon
5,45,6, on June to Septenber, nonths of smaller



medium tenperature. Except £ whose concentration
in the sap stayed constant in the period, the other
ions appeared in larger concentrations in the saps
collected in April - June. K was the cation found in
larger concentration in the sap -(B6 mV ,
representing 5075% of the total concentration of all
the analyzed a&tions. Its concentration reduced in 50%
from 9:00 to 16:00 hours. N NX» and P®@3
concentrations, increased during the day, while the
concentrations of SO Ca2 and M2 didn't vary. The
transpiratory rate of detached leaves and immersied
the saps varied with the nmonth, but not with the hour
of collection of the saps. The pH of the stem sap
sampled 5cm above the base was shown less acid )(6,1
when conpared to the pH of the sap sanpled in the
petiole of the &5 leaf (5,6).

Additional index terns: Lycopersicon esculentum, transpiration, stomata.

RESUMO- Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. var. Santa Clara foram
cultivadas em solucio nutritiva, em casa-de-vegetacio e, periodicamente,
grupos de plantas, com aproximadamente 40 dias de idade, eram
transferidos para uma sala-de-crescimento, com fotoperiodo de 14 horas
(iniciando-se as 8:00 horas), densidade de fluxo fotossintético (DFF) de 500
imol m’ s, temperatura entre 20-23 °C e umidade relativa do ar entre 60-
63%. Nessas plantas, a coleta de seiva do xilema, por exsudacio, foram
realizadas mensalmente durante um ano, no decorrer do dia (9:00, 11:00,
14:00 e 16:00) e em dois locais na planta (5 cm acima do colo e no peciolo da
5° folha). Apés a coleta foi determinado o pH das seivas, e em seguida estas
foram armazenadas a —20 °C, para a determinacio dos teores de Ca” K,
Mg+2, NH,', NO;, PO‘{3 e SO,. Folhas destacadas das mesmas plantas (5°
folha) tiveram seus peciolos imersos nas respectivas seivas e a taxa
transpiratoria avaliada com um analisador de gas no infravermelho.
Durante o periodo de avaliacdo o pH da seiva xilematica variou de 5,3 a 64.
Os pHs menos acidos, com valores acima de 6,0, foram observados nos
meses de janeiro e fevereiro, meses de maior temperatura média. A partir de
abril os valores foram inferiores a 6,0, atingindo os menores valores, entre
5,4-5,6, de junho a setembro, meses de menor temperatura média. Exceto
PO,’, cuja concentracio na seiva permaneceu constante no periodo, os
demais ions ocorreram em maiores concentracoes nas seivas coletadas em

abril/junho. K foi o cation encontrado em maior concentragio na seiva, 8-16



mM, representando 50-75% da concentracio total de todos os cations
analisados. Sua concentracio reduziu em 50% de 9:00 as 16:00 horas. As
concertracies de NH, NO;, PO4'3 aumentaram durante o dia, enquanto
que as concentracoes de SO,, Ca” e Mg+2 nio variaram. A alteracio diurna
do pH variou com a época de coleta da seiva. A taxa transpiratoria de folhas
destacadas e imersas nas seivas variou com a época, mas nio com a hora de
coleta das seivas. O pH da seiva exsudada do caule a Scm acima do colo
mostrou-se menos acido (6,1) quando comparado ao pH da seiva exsudada
no peciolo da 5* folha (5,6).

Termos  adicionais para  indexagéo : Lycopersicon
escu lentum , transpiracdo, esténmato.

INTRODUCAO



A composicio ionica e o pH da seiva do xilema apresentam variacdes
diurnas, sazonais, e at¢ mesmo no percurso do xilema, da base para o apice
do caule (Schurr e Schultze, 1995; Schill er al., 1996). O pH e alguns
nutrientes da seiva do xilema parecem contribuir na sinalizacio entre raiz e
parte aérea em plantas submetidas a estresses como défice hidrico,
salinidade, nutricional, deficiéncia de oxigénio e radiacdo (Dannel et al.,
1995 Schurr e Schulze, 1996; Else et al., 1996; Heckenberger et al., 1996).
Diversos s3o os estudos que buscam analisar as interacoes entre os
constituintes da seiva do xilema que podem interferir na atuacio do ABA
sobre o fechamento estomatico. No entanto, essas interacdes podem niao ser
de natureza geral e mudancas diurnas e/ou sazonais em sua composicio
influencia-las. Por isso, é de interesse identificar e quantificar o conteudo da
seiva do xilema para substincias sinalizadoras e/ou moduladoras que
ajudam a coordenar o comportamento entre raiz e parte aérea. Um
requerimento inerente nesse caso ¢é a necessidade de estimar
quantitativamente as mudangas que ocorrem no conteido da seiva do
xilema, uma vez que essa contém minerais, hormonios e outras substincias
fisiologicamente importantes e que siao potencialmente capazes de atuar
como sinalizadoras. Esse trabalho tem como objetivo avaliar as mudancas
diurnas e sazonais do pH e teor de nutrientes da seiva do xilema e seus

efeitos sobre a taxa transpiratoria, em plantas de tomate.



MATERIAL E METODOS

Condlicoes de cultivo e avaliacoes

Os experimentos foram conduzidos no Departamento de Biologia
Vegetal — Unidade de Crescimento de Plantas — da Universidade Federal de
Vicosa, no periodo de outubro de 1999 a janeiro de 2001. Sementes de
tomateiro (Lycopersicon esculentum L. var. Santa Clara) foram germinadas
em areia. Apos 1820 dias, as plantulas foram transferidas para recipientes
contendo 2,5 L de solucio nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), 1/2 forca,
pH 6,5, com sistema de aeracio, e mantidas em casade-vegetacdo, sob
condicoes do ambiente. A solu¢ido nutritiva era trocada a cada dois dias e o
volume de agua reposto diariamente com agua destilada. Os dados de
temperaturas médias mensais durante o periodo de duracio dos
experimentos foram obtidos de uma estacio microclimatica, localizada
dentro da casa-de-vegetacio.

Mensalmente, grupos de 20 plantas, com idade entre 4045 dias apds a

germinacdo, eram transferidos para uma sala-de-crescimento com



fotoperiodo de 14 horas (iniciando-se as 8:00 horas), densidade de fluxo
fotossintético (DFF) de 500 pmol m s’ temperatura entre 20-23 °C e
umidade relativa do ar entre 60-63%, onde permaneceram por uma semana
até utilizacdo. Com essa idade as plantas apresentavam-se ainda no estagio
vegetativo.

Todas as avaliacoes foram realizadas nessas condicdoes, exceto as
medicoes de taxas transpiratorias, que foram realizadas sob DFF de 600
imol m” s”, a nivel das folhas avaliadas. Esse valor DFF causou saturaciio
luminica para a variedade de tomateiro usada, de acordo com uma curva de
intensidade de radiacdo versus fotossintese, feita previamente. Para filtrar a
radiacdo calorifica das lampadas e evitar o aquecimento das folhas, foi
colocada uma cuba de vidro contendo uma limina de agua corrente entre a
fonte de luz e as plantas. As avaliacoes das taxas transpiratorias foram
realizadas na 5° folha, entre 8:00 e 12:00 horas.

Coleta e andlise da seiva

A seiva foi coletada ao longo do ano (de outubro/1999 a janeiro/2001)
e ao longo do dia (as 9:00, 11:00, 14:00 e 16:00 horas, para analise de
nutrientes e as 8:00, 13:00 e 17:00 horas, para a determinac¢io do pH), no
xilema do caule, a 5 cm acima do colo da planta. Para verificar se havia
diferenca entre o pH e a composicio de nutrientes da seiva do xilema
coletada neste local e da seiva contida no xilema da folha usada nas
avaliacoes, foi realizada uma terceira coleta em dois locais na planta (5 cm
acima do colo e no peciolo da 5 folha). A primeira e a terceira coletas foram
realizadas pela manha, periodo de maior taxa de fluxo.

Para a coleta da seiva foi feita uma excisao no caule, a 5 cm acima do
colo da planta, destacando-se a parte aérea. Foi feita também uma excisdo
no peciolo da 5" folha, destacando-se a mesma. Os cortes foram lavados com
agua destilada para evitar possiveis contaminagées da seiva com substincias
contidas no suco das células rompidas durante a excisio. O exsudato que
emergia no local do corte foi coletado com o auxilio de uma pipeta Pasteur
durante 2hora e o seu pH determinado. A coleta prosseguiu por mais duas

horas e a seiva resultante foi armazenada a -20 °C. Nessa seiva foram



determinados os teores de Ca™, K', Mg, NH,", NOy, PO,” e SO;. Os ions
G’ e Mg+2 foram determinados por espectrofotometria de absor¢ao
atdmica e o K por fotometria de chama. Os teores de NOj, PO4'3, NH," e
SO, foram determinados espectrofotometricamente, segundo Cataldo er al.
(1975), Lindeman (1958), MacCulough (1967) e Malavolta et al. (1989),

respectivamente.

Avaliagdo da taxa transpiratoria em folhas destacadas

As seivas armazenadas foram degeladas, filtradas em papel de filtro e
o pH ajustado para 6,0 com NaOH.. Folhas destacadas (5" folha) tiveram
seus peciolos imersos em agua destilada e selecionadas para uma mesma
taxa transpiratoria inicial. 20 mL das seivas foram adicionados a tubos de
ensaio colocados sobre um suporte, e os peciolos das folhas imersos. Tempos
apés a imersdo foram realizadas a avaliacio da taxa transpiratoria na
epiderme abaxial das folhas, utilizando um amlisador de gias no

infravermelho modelo LCA-2 (ADC, UK).

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.
Os tratamentos, representados pelas seivas coletadas nas varias épocas do
ano, horas do dia e locais na planta, compunham de quatro repeticoes, tanto
para a avaliacio de taxa transpiratéria como para a determinacio do teor
de nutrientes. A medi¢io do pH foi realizada em seiva de 4 plantas, para
variacdo diurna e de, no minimo, 10 plantas, para as variacdo sazonal. Os
dados foram submetidos a anailise de variincia pelo teste F, a nivel de 5% de
probabilidade, sendo calculada a diferenca minima significativa pelo teste de

Tukey.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Variagdo sazonal e diurna do pH da seiva do xilema

Na Figura 1A é mostrada a variacio na temperatura média mensal e
na Figura 1B a variacio no pH da seiva do xilema de plantas de tomate,
avaliados no periodo de janeiro de 2000 a janeiro de 2001. Os valores médios
(minimo de 10 plantas) de pH variaram de 5.4 a 6.6 e estio na faixa dos
observados no apoplasto/xilema de outras espécies (Gollan et al., 1992;
Schurr et al., 1992; Wilkinson e Davies, 1997; Correia et al., 1999; Jokhan et
al., 1999), inclusive tomate (Else er al., 1996; Bialczyk e Lechowski, 1995;
Jackson et al., 1996; Wilkinson et al., 1998). Valores de pH de até 6.8 ja
foram observados na seiva do xilema de Lupinus (Correia et al., 1999).

Observou-se que valores de pH, acima de 6,0, foram obtidos em seivas
coletadas nos primeiros meses do ano (Figura 1B) e coincidiram com os
meses de temperaturas médias mensais mais elevadas (Figura 1A). Entre

abril e novembro, meses de menor temperatura média, os valores de pH



estiveram abaixo de 6,0, atingindo os menores valores, entre 5,4-5,6, de
junho a setembro. Esse comportamento de pH da seiva do xilema, com um
padrao de resposta relacionado com a temperatura média do ar, foi
observado mesmo apés as plantas terem permanecido durante uma semana
na sala-de-crescimento, antes da coleta da seiva, mostrando que foi mantida
a resposta do ambiente.

Na Figura 2 ¢ mostrada a variacio diurna do pH da seiva do xilema
coletada durante meia hora de exsudacio, em cinco meses durante o periodo
experimental. Esse tempo de coleta ndo implicou em alteracio no pH da
seiva quando esta foi exposta ao ambiente. Logo, qualquer alteracio no pH
ocorrida nesse periodo torna-se insignificante e o pH avaliado representa o
existente na seiva da planta intacta. Schurr e Schulze (1995) observaram um
aumento de 0,5 unidade de pH da siva do xilema somente nove horas apés a
coleta do exsudato.

O pH da seiva coletada nos meses de fevereiro, maio e setembro de
2000 nao apresentou variacio diurna. Na seiva coletada em dezembro/00 e
em janeiro/01 o pH ficou em torno de 592 + 0.08, em coletas realizadas das
9:00 as 9:30 horas, e de 6.5 £ 0.09, em coletas realizadas das 17:30 as 18:00

horas (pontos isolados no grafico).
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Figura 2. Variac¢io diurna do pH da seiva do xilema coletada no caule a 5
cm acima do colo de plantas de tomate com idade entre 40-45 dias.
Cada ponto representa a média da seiva xilematica de quatro

plantas.

Resultados sobre variacio diurma do pH da seiva semelhantes aos
observados em dezembro foram os de Schurr e Schulze (1995) na seiva de
Ricinus communis, na qual o pH aumentou de 6,0, nas primeiras horas da
manha, para 6,6, no final do dia. A semelhanca dos resultados obtidos nas
demais épocas, Wilkinson et al. (1998) observaram em L. esculentum cv.
Ailsa que os valores de pH da seiva permaneciam constantes no periodo
diurno. Como nesses trabalhos nio sao citadas as épocas em que os
experimentos foram realizados, os resultados divergentes podem esta
associados a espécie ou a época de coleta da seiva.

Alguns autores atribuem as variacoes diurnas e sazonais do pH da
seiva do xilema as variacoes de temperatura e de radiacido, que influenciam
a atividade da H'-ATPase e, por sua vez, o pH (Wilkinson, 1999). Os
maiores valores de pH da seiva foram observados nos meses de
temperaturas mais elevadas. Esse comportamento pode estar relacionado ao
efeito da temperatura sobre a atividade da H'-ATPase da membrana

plasmatica e, consequentemente, do pH apoplastico (Correia et al., 1999). Os



resultados do presente experimento foram diferentes dos observados na
seiva do xilema de outras espécies, em que o pH apresenta-se mais acido no
inicio da primavera e mais préximo da neutralidade no inverno (Fromard et
al., 1995). Embora o mecanismo de alteracio do pH da seiva nio seja
conhecido, algumas células vivas associadas aos vasos do xilema e detentoras
de uma grande quantidade de H'-ATPase da membrana plasmatica
parecem controlar o pH. Variacdes na densidade da H'-ATPase, na
regulacio e na carga energética estdo implicados na variacdo sazonal do
controle do pH, pelas células associadas aos vasos (Fromard e al., 1995). A
composicio de acucares da seiva apoplastica também apresenta variacoes
diurnas e anuais e altera a atividade da H -ATPase (Wilkinson, 1999). Como
o transporte de ions e nutrientes organicos através da membrana plasmatica
depende do gradiente de potencial elétrico e de pH gerado em cada lado da
membrana, alteracbes diurnas e anuais na composicio idnica da seiva
também contribuem para alteracoes no pH (Gollan ef al., 1992; Correia et
al., 1999).

Variacoes no pH da seiva do xilema sio normalmente tamponadas,
mas podem ter efeitos potenciais em regides e/ou processos localizados
dentro da folha (Schurr e Schulze, 1995). O pH da seiva do xilema pode
variar da base do caule até o apice (Schill er al., 1996). Os valores
apresentados no presente experimento foram obtidos de seivas coletadas
acima da primeira folha definitiva (5 cm acima do colo da planta). O pH
medido em seiva exsudada do peciolo da quinta folha, usada nas avaliacoes,
foi 0,6 unidades mais alcalino; subiu de 5,64, no colo, para 6,13, na seiva do
peciolo da 5" folha (dados nio apresentados). Essa variacio de pH nao pode
ser atribuida a variacio nos teores de nutrientes, uma vez que nao houve
diferencas de concentracio nos dois locais de coleta da seiva (Figura 3).
Considerando que em alguns sitios apoplasticos proximos as células-guarda
o pH pode ser mais alcalino que no apoplasto da epiderme e este mais
alcalino que no xilema (Wilkinson, 1999), e que o pH torna-se mais alcalino
a medida que distancia da base do caule, essas variacdes podem ser

significantes em alguns processos.
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Figura 3. Concentracio de nutrientes na seiva do xilema coletada no caule, a

5 cm acima do colo da planta, e no peciolo da 5" folha, em plantas

de tomate com 43 dias de idade.

Variacdo sazonal e diurna do teor de nutrientes da seiva do xilema

Na Figura 4 é mostrada a variacio na concentracio de nutrientes na
seiva do xilema coletada em varios meses no periodo de outubro de 1999 a
outubro de 2000. Para os cations em geral e nitrato, as maiores
concentracdes na seiva ocorreram em  abril/junho. As  menores
concentracdes de nitrato e potassio ocorreram nas seivas coletadas em
outubro, aumentando até abril/junho e reduzindo novamente a partir dai
Esses ions ocorreram em maior concentracdo nas seivas coletadas nos meses
de temperaturas mais baixas. As concentracoes dos demais nutrientes
variaram muito no decorrer do periodo avaliado, nao apresentando um
padrio relacionado com a época de coleta.

Na Figura 5 é mostrada a variacio diurna na concentracio de cations
e anions da seiva do xilema, cujas coletas foram realizadas as 9:00, 11:00,
14:00 e 16:00 horas, no més de julho. A amplitude na variacio das
concentracdes, no intervalo analisado, foi pequena para todos os nutrientes,
exceto potassio, o qual apresentou com valores de 8 a 16 mM, representando
75% e 57% da concentracao total de todos os cations analisados as 9:00 e

16:00 horas, respectivamente. Foi o tnico ion, cuja concentracio foi
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Figura 4. Variacdo sazonal da concentracdo de cations (grafico a esquerda) e

de anions (grafico a direita) na seiva do xilema, coletada no caule

a 5 cm acima do colo de plantas de tomate com idade entre 40-45

dias.
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Figura 5. Variacdo diurna da concentracio de cations (grafico a esquerda) e
de anions (grafico a direita) na seiva do xilema coletada no caule a
5 cm acima do colo de plantas de tomateiro com 45 dias de idade,

no més de julho de 2000.

O contrario ocorreu com amoénio, cuja concentracio na seiva coletada
as 16:00 horas foi 36% maior em relacio a coletada as 9:00 horas. As
concentracoes de calcio e magnésio niao apresentaram  variacoes
significativas durante o dia. Dentre os anions, NO; foi o encontrado em
maior concentracdo, 1,6-1,8 mM, representando 59% de todos os anions
analisados. Sua menor concentracio na seiva foi observada as 11:00 horas
(1,48 mM), mostrando uma tendéncia de aumento no final da tarde (1,84
mM). A concentracio de PO, foi 20% maior na seiva coletada as 16:00
horas em relacdo a das 9:00 horas. A concentracio de sulfato na seiva nao
apresentou variacio diurna.

A quantidade total de cations inorganicos foi maior que a de Aanions,
com variacio diurna entre 21,6-154 mM e 2,6-3,1 mM, respectivamente. A
relacio cations/anions, em torno de 8 no inicio da manha, reduziu para 5 no
final do dia, provavelmente, devido a grande reducdo ocorrida nos teores de
potassio.

A propor¢io cations/anions na seiva do xilema das plantas do

presente experimento diferiram grandemente da observada por Bialczyk e



Lechowski (1995). Estes autores, trabalhando com Lycopersicon esculentum
var. Ailsa, observaram que a propor¢io cations/dnions da seiva xilematica
estava em torno 1, ao contrario do presente experimento em que essa relacio
variou de 5 a 8 durante o dia. Por outro lado, excesso de cations sobre anions
em apoplastos/xilema é uma observacio comum (Dietz, 1997; Gabriel e
Kesselmeier, 1999). Gabriel e Kesselmeier (1999) observaram que no
apoplasto de algumas espécies havia uma concentra¢io de 4 a 17 vezes mais
de cations inorginicos em relacio a de anions inorganicos. Segundo os
autores, esse comportamento esta associado a alta capacidade de troca de
cations da parede celular, o apoplasto servindo como um reservatorio para
cations.

A pequena amplitude de variacio diurna observada no presente
experimento concorda com outros resultados reportados, mas esta aquém
das variacdes observadas por Schurr e Schulze (1996) na seiva do xilema de
plantas intactas, na qual mostraram grandes variaces diurnas para
constituintes minerais e organicos. Uma razdo para a diferenca esti no
processo de obtencdo da seiva; no fato de eliminar a parte aérea e da
aplicacio ou nio de pressio no sistema radicular. Essas diferencas sio
atribuidas aos transportes passivos e ativos de carregamento de constituintes
do xilema, que podem ser alterados devido as diferencas nas taxas de fluxo
entre uma planta intacta e uma, cujo sistema radicular foi separado da parte
aérea. Segundo Huang er al. (1992), estudos em que a parte aérea tem que
ser eliminada para a obtencio da seiva devem ser conduzidos dentro de um
intervalo minimo de tempo para evitar os efeitos deletérios da abscisio da

parte aérea sobre a absor¢ao.

Taxa transpiratoria em fungdo da época e hora de coleta das seivas

Na Figura 6 s3o mostradas as taxas transpiratorias de folhas
destacadas e imersas em seivas coletadas em outubro e dezembro de 1999 e
abril, junho e julho de 2000, cujos pHs foram ajustados para 6,0. Até duas
horas apos imersdo do peciolo das folhas nas seivas, a transpiracio manteve-

se constante, reduzindo apods trés horas de imersdo, a magnitude da reducio



variando em funcio da época de coleta. Na seiva coletada em dezembro de
1999 a taxa transpiratoria manteve-se constante durante as quatro horas de
avaliacdo. As maiores reducdes da taxa transpiratoria ocorreram em folhas

imers as nas seivas coletadas em outubro de 1999 e julho de 2000.
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Figura 6. Taxa transpiratoria (E) de folhas destacadas e imersas em seivas
do xilema coletadas de plantas de tomate com idade entre 40-45
dias, em varias épocas do ano. O pH da seiva foi ajustado para

6.0.

Reducbes na taxa transpiratéria e na condutincia estomatica em
folhas destacadas e com peciolos imersos em seivas artificiais sdo geralmente
atribuidas a diferencas no pH, niveis de ABA e de nutrientes do fluxo
transpiratorio (Wilkinson e Davies, 1997; Wilkinson ef al., 1998). Em todos
os casos as maiores reducdes sio sempre observadas nas folhas imersas em
seivas com pH mais alcalino. No presente experimento, o pH da seiva foi
ajustado para 6,0, e o teor de ABA na seiva nio foi quantificado nas
diferentes épocas de coleta da seiva.

As pequenas variacdes diurnas de pH podem ser tamponadas dentro
do mesofilo e ter pequeno efeito na concentracio do ABA foliar (Jarvis e

Davies, 1997; Tardieu e Simonneau, 1998). Isso pode justificar o fato de qe



as taxas transpiratorias ndo diferiram entre folhas imersas em seivas

coletadas pela manha e a tarde (Figura 7), quando o pH foi ajustado.
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Figura 7. Taxa transpiratoria (E) de folhas destacadas e imersas em seiva do
xilema coletadas de plantas de tomate com idade entre 40-45 dias,
em dois horarios durante o dia. O pH da seiva foi ajustado para

6,0.

Para uma dada concentracio de ABA na seiva, a reducio na
condutancia estomatica ¢ maior em plantas crescidas em temperaturas mais
elevadas (Correia et al., 1999). Embora niao tenham sido realizadas
avaliacdbes comparativas de transpiracdo, para um dado nivel de ABA na
seiva, entre plantas cultivadas nos diferentes periodos de avaliacio de pH, a
taxa transpiratoria das folhas de plantas cultivadas durante o inverno
(temperaturas menores) foi, em geral, menor que a das folhas de plantas
cultivadas durante o verdo (temperaturas mais elevadas), com avaliacdes
realizadas nas mesmas condicoes.

A concentracao de fosfato, nitrato e calcio na seiva do xilema alteram
a sensibilidade estomatica para ABA (Radin er al., 1982; Ruiz et al., 1993).
Embora as concentracoes dos ions nitrato e fosfato tenham variado no

decorrer do dia (Figura 5), o que poderia alterar a resposta estomatica, suas



determinacdes niao foram feitas nas mesmas seivas utilizadas no experimento
da Figura 7.

As seivas coletadas nas varias épocas tiveram tempos diferenciados de
armazenamento a -20°C. O congelamento a essa temperatura parece formar
polimeros que inibem a taxa transpiratoria, embora isso parece acontecer
apenas em seivas armazenadas coletadas de plantas estressadas (Munns et
al., 1993). Portanto, as variacoes observadas na taxa transpiratoria de folhas
imersas em seivas coletadas nas diferentes épocas do ano podem estar
relacionadas as variacdes ocorridas nos teores de ABA e/ou nutrientes. Além
disso, a alteracio no pH em funcdo de variacio na concentracio de
nutrientes pode ser a forma como os nutrientes afetam o comportamento
estomatico, efeito que niao pode ser inferido no presente experimento, uma

vez que o pH da seiva foi ajustado.
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CAPITULO 2

RELACAO ENTRE TRANSPIRACAO, POTENCIAL HIDRICO FOLIAR,
CONCENTRACAO DE ABA, NUTRIENTES E pH DA SEIVA
XILEMATICA EM TOMATEIROS SUBMETIDOS AO ESTRESSE
HIDRICO

ABSTRACT Plants of Lycoper sicon esculentum MIIl. wvar.
Santa Clara, with age anmong 48 days, was submtted
to slow and fast water stress. The slow stress was
induced by the crescent application of PEG 6000 tloe
nutrient solution: day 1 (1% of PEG), day 2 (3% of
PEG), day 3 (5%fo PEG, day 4 (7% of PEG). In those
concentrations of PEG the osnmotic potential of the



solutions were of -0,06, -0,24, -0,49 and -0,83 Ma,
respectively. In each of those days, at the 9:00
hours, after evaluation of the transpiratory rat(€)
and of the éeaf water potential, the sap of the xylem
was collected for the determnation of the pH,
contents of C& K+, MW?2 N, N¥, PQ3 and S®2 and

of abscisic acid. The fast stress was induced byeth
addition from 7% of PEG 6000 to the nutrient sol o
Afiter 1, 2, 3, 4 and 5 hours the sanme evaluationsrew
accomplished, besides the ABA content in the Il|eaves
and roots. In the plants subjected to the slow ssge

E decreased by the second day. In the plants subgdct
to the fast stress, reduction ofE was observed two
hours after the addition of PEG to the solution. eTh
concentration of ABA in the xylem sap of the stregs
plants was two (in fast stress) and six times (ihow
stress) larger than in the plants control. The
increase in the concentration ofABA was larger in the
plants subjected to the slow stress. The pH of the
xylem sap increased in 0,7 wunits in the plants
subjected to the fast stress, while in the plants
subjected to the slow stress there was not variatio
Both stresses pronpbted an increa in the total anmount
of nutrients in the sap, mainly in the potassiumdan
ammonium The concentration of nitrate increased in
the sap of plants subjected to the tw fornms of
stresses, while the one of calcium just increased |
the sap of plants subjectedto fast stress. The
addition of fusicoccin, lanthano chloride and red of
ruthenium to the artificial sap pronoted alterations
in the stomatal closing induced by ABA in detached
leaves. The activity of the nitrate reductase in
leaves and roots was also rexkd with the inposition
of the stresses. The results show that the signglin
between root and it leaves aerial it can be nmodddt
differently in function of the intensity and duraoén

of the stress.

Additional index terms . water deficits, xylem sap,
root -to-shoot conunication, abscisic acid, cations,
anions.

RESUMO- Plantas de Lycopersicon esculentum Mill. var. Santa Clara, com
idade entre 43-45 dias, foram submetidas a estresse hidrico lento e rapido. O
estresse lento foi induzido mediante a aplicagdo gradativa, diaria e crescente de
PEG 6000 a solugdo nutritiva: dia 1 (1% de PEG), dia 2 (3% de PEG), dia 3 (5%
de PEG), dia 4 (7% de PEG). Nessas concentracoes de PEG, os potencias
osmoticos das solugoes foram de 0,06, -0,24, -049 e -0,83 MPa,

respectivamente. Em cada um desses dias, & 9:00 horas, apds avaliagio da taxa



transpiratoria (E) e do potencial hidrico foliar (Wy), a seiva do xilema foi coletada
para a determinagao do pH, teores de Ca+2, K, Mg+2, NH,", NO;, PO,” e SO,° ¢
de é4cido abscisico (ABA). O estresse rapido foi induzido mediante a adicdo de
7% de PEG 6000 a solugdo nutritiva e apos 1, 2, 3, 4 e 5 horas foram realizadas
as mesmas avaliagdes, além do teor de ABA nas folhas e raizes. Nas plantas
submetidas ao estresse lento, £ diminuiu a partir do segundo dia, ¢ nas plantas
submetidas ao estresse rapido, duas horas apés a adicdo de PEG a solu¢do. Em
ambos os casos, a reducdo em E foi observada em plantas cujo W ainda ndo
havia sido alterado, e a concentragdo de ABA na seiva do xilema das plantas
estressadas era duas (estresse rdpido) e seis vezes (estresse lento) maior que nas
plantas controle. A magnitude de aumento na concentragio de ABA foi maior
nas plantas submetidas ao estresse lento. O pH da seiva do xilema aumentou em
0,7 unidades nas plantas submetidas ao estresse rapido, enquanto que nas plantas
submetidas ao estresse lento ndo houve variagdo. Ambos 0s  estresses
promoveram um aumento na quantidade total de nutrientes na  seiva,
principalmente nos teores de potdssio e amoénio. A concentracdo de nitrato
aumentou na seiva de plantas submetidas & duas formas de estresses, enquanto
que a de célcio aumentou apenas na seiva de plantas submetidas a estresse
rapido. A adi¢do de fusicocina, cloreto de lantdnio e vermelho de ruténio a seiva
artificial promoveram alteragdes no fechamento estomatico induzido por ABA
em folhas destacadas. A atividade da redutase do nitrato em folhas e raizes
também foi reduzida com a imposi¢do dos estresses. Os resultados mostram que
a sinalizacdo entre raiz e parte aérea pode ser modulada diferentemente em
funcao da intensidade e duragdo do estresse.

Termos adicionais para indexacao . défice hidrico,
seiva do xilemn, conunicacédo raiparte aérea, acido
abscisico, cations, &anions.



INTRODUCAO

As plantas sao capazes de "perceber” a
deficiéncia de agua no sol o, independente de
alteracbes no estado hidrico da parte aérea, netdan
transferéncia de sinais quimcos da raiz para as
folhas (Jenssenet al ., 1996). Raizes em desidratacdao

sintetizam acido abscii€o (ABA mis rapidamente que
tecidos turgidos, o que resulta no aunento de sua
concentracdo na seiva do xilema. O ABA na seiva do
xileman é translocado para a parte aérea, via fluxo
transpiratério, onde promove o fechamento estonmbtie
influencia outros processos metabdlicos (Salah e
Tardieu, 1997; Baconet al ., 1998). Dessa forma, a

planta é capaz de manter estavel o estado hidrico



foliar apesar da reducdo na disponibilidade de agum
solo.

Entretanto, 0s estomat os podem fechar, em
resposta ao déficeilirico, antes do inicio da sintese
de ABA na raiz ou parte aérea (Thonpscetal ., 1997).

O aumento no pH da seiva do xilema, que geralnente
ocorre em plantas crescendo em solo com reduzida
disponibilidade de &gua (Gollaretal ., 1992; Correia

e Pereira, 1995; Bacon et al ., 1998), pode
intensificar o fechanmento estomatico por alterar a
distribuicdo de ABA sem requerer sua sintese (Schur
etal ., 1992). Esta hipotese é baseada no fato de ser
o0 ABA um acido fraco e seu acurmulo ocorrer em
conpartinmentos mais alcalinos. Em apoplastos mais
alcalinos €& reduzida a capacidade das <células do
nmnesofilo e da epiderme de sequestrar o ABA (WIkons

e Davies, 1997), mantendo no apoplasto Redu¢gbes na

taxa transpiratoria, associada ao aumento no pH
apopléastico, ja& foramobservadas em varias espécies
(Wlkinson e Davies, 1997; Thonpsonet al ., 1997,

WIlkinson et al ., 1998), que tinham niveis de ABA

correspondentes aos encontrados em plantas irrigada
Nesses casos, o0 aunmento no pH apopléastico tem sido
associado a reducdona atividade da H-ATPase da
menbrana plasmatica (Patonnieret al ., 1999), a
mudancas no sitio de reducdo do nitrato (Dannet
al., 1995) e a alteragcbes na conposicdo da seiva do
xilema (Schurretal ., 1992; Netting, 2000).

Embora haja uma boa correlacdentre o declinio
na condutancia estomatica e aunmento na concentragéo
ABA na seiva do xilema em plantas submetidas a
deficiéncia hidrica, alguns trabalhos (Schuret al .,
1992; Correia e Pereira, 1995) nostram que a
concentracéao de ABA  nao explica totadm e 0



fechamento estomatico em resposta a seca. As
observacdes de que em plantas individuais (Schuatr
al., 1992) o decréscino na condutdncia estomitica
ocorre linearmente com o aumento na concentracdo de
ABA no xilema sugerem que a quebra na correlacéo
devida a variagcdo na sensibilidade estomatica paga
ABA do xilema. Decréscimp nos teores de céalcio,
fosfato e nitrato na seiva do xilema de plantas de
girassol subnetidas a deficiéncia foi observado por
Schurr etal . (1992). Nessa espécie, aunmento no @&

seiva xilematica de 5,8 para 7,1 nostrou uma forte
correlacdo com a concentracao de nitrato. Por outro
lado, aunmentos nos teores de calcio na seiva doemsnl

de plantas submetidas a deficiéncia hidrica ja frara
observadas por Ruizet al . (1993) e Correa et al

(1999). Desses resultados, concluse que a
sensibilidade estomatica para o ABA inportado das
raizes €& fortenente dependente do estado nutricliona
das plantas.

Um vez que alteragdes na conposicdo e pH da
seiva do xilema ocorrem em plantas subntas ao
défice hidrico, e considerando que o0s conponentes d
seiva podem alcancar o apoplasto ~circundante as
células-guarda, e alterar o funcionanmento estomatico,
estudouse os efeitos: 1) do défice hidrico, induzido
de forma lenta e rapida, sobre as ataebes na
conposicao da seiva do xilema e sua relacdao comaaat
transpiratéria, e sobre a alteracdo no sitio de
reducdo do nitrato; 2) de inibidores de canais de
cadlcio e ativador da H-ATPase sobre o fechanento
estomatico induzido por ABA



MATERIAL E METODOS

Condicoes de cultivo e avaliacdo

O experimento foi conduzido no Departamento de Biologia — Unidade de
Crescimento de Plantas — da Universidade Federal de Vigosa. Sementes de
tomateiro (Lycopersicon esculentum L. var. Santa Clara) foram germinadas em
arcia ¢ apods 1820 dias as plantulas foram transferidas para vasos (2 plantas/vaso)
contendo 2,5 L de solucdo nutritiva de Hoagland e Amon (1950), 1/2 forca, pH
6,5, com sistema de aeragdo, ¢ mantidas em casa-de-vegetacdo. A solucdo era
trocada a cada dois dias e o volume de 4gua transpirada reposto diariamente com
agua destilada.

Uma semana antes das avaliagdes, as plantas, com idade entre 43-45 dias,
contados a partir da data de semeadura, foram transferidas para sala de
crescimento com fotoperiodo de 14 horas (com inicio & 8:00 horas) e densidade
de fluxo luminoso, na altura das plantas, de 500 pmol de fotons m° s'l,
temperatura entre 20-23 °C e umidade relativa do ar entre 60-63%. Durante as
avaliagdes, a densidade de fluxo luminoso foi de 600 pmol de fotons m” s’ na
altura das folhas avaliadas. Para filtrar a radiagdo calorifica das lampadas e evitar

o aquecimento das folhas, foi colocada uma camada de agua corrente entre a

fonte de luz e as plantas.

Experimento com plantas inteiras

O estresse hidrico foi induzido com polietileno glicol 6000 (PEG 6000)
em plantas com idade entre 43 - 45 dias. Com essa idade as plantas
apresentavamse ainda no estagio vegetativo.

Estresse rapido — Foi induzido mediante a adicdo de 7% de PEG 6000 a
solucdo nutritiva. Nessa concentragido de PEG o potencial osmético (W,) da
solugdo nutritiva foi de —0,83 MPa, calculado segundo Villela et al. (1991). Apods
I, 2, 3, 4 ¢ 5 horas da adi¢do de PEG a solugdo foram determinados a taxa



transpiratoria (£), o potencial hidrico foliar (Wy) e realizada a coleta de seiva para
a determinagdo do pH, potencial osmotico (W), teores de Ca+2, K, Mg+2, NH,',
NO;, PO,°, SO,° e é&cido abscisico (ABA). Os teores de ABA foram
determinados também na raizes e nas folhas. A inducdo do estresse iniciou-se &
8:00 horas.
Estresse lento — foi induzido mediante a aplicacdo gradativa, didria e crescente de
PEG 6000 a solugdo nutritiva: dia 1 (1% de PEG), dia 2 (3% de PEG), dia 3 (5%
de PEG), dia 4 (7% de PEG). Nessas concentracdes de PEG, os potencias
osmoéticos das solugdes foram de —0,06, -0,24, -049 e -0,83 MPa,
respectivamente. Vinte e quatro horas apos a adicdo do PEG 6000 a solucdo
nutritiva, sempre & 9:00 horas, foram avaliados a taxa transpiratoria (E), o
potencial hidrico foliar (W) e realizada a coleta de seiva para a determinagdo do
pH, W, teores de Caﬂ, K, Mgﬁ, NH,’, NO;, PO4'3, SO4'2 e ABA. Nesse caso, o
ABA foi determinado apenas na seiva do xilema.

O W foi determinado com uma bomba de pressdo tipo Scholander (Skye,
SKPM 1400) e o potencial osmotico da solucdo nutritiva e das seivas, com um
osmometro (OSMETTE, modelo 2007).

Experimento com folhas destacadas

Utilizowse a quinta folha, destacada de plantas ndo estressadas e mantidas
na sala-de-crescimento. Para avaliar o efeito da fusicocina, uma substincia
ativadora da H'-ATPase da membrana plasmatica (Fromard et al., 1995), sobre
os estomatos, as folhas destacadas tiveram seus peciolos imersos em seiva
artificial (Wilkinson et al., 1998), pH 7,0, constituida de 1,0 mM de KH,PO,, 1,0
mM de K,HPO,, 1,0 mM de CaCl,, 0,1 mM de MgSO,, 3,0 mM de KNO; ¢ 0,1
mM de MnSO, A seciva arificial foi ou ndo adicionado ABA para uma
concentragdo final de 2,5 PM (Heckenberger et al., 1996). A fusicocina (5 e 10
pM) foi dissolvida em dimetil sulféxido (DMS) 0.2% (v/v) (Eung e Lee, 2000).
O controle (seiva artificial sem fusicocina) continha a mesma percentagem de
DMS.

Para avaliar o efeito de inibidores de canais de calcio sobre os estOmatos,

folhas destacadas tiveram seus peciolos imersos na mesma seiva artificial



contendo 100 UM de vermelho de ruténio e 10 mM de cloreto de lantanio, exceto
que a concentragao de calcio foi de 3,0 mM, pH 6,0, contendo 2.5 UM de ABA.

Em todos os tratamentos, as folhas, imediatamente apds destacadas,
tiveram seus peciolos imersos em dgua destilada e selecionadas para uma mesma
taxa transpiratoria inicial. Apds isso, foram transferidas para as respectivas
solugdes de tratamento. O potencial osmoético da seiva artificial, avaliado logo
apds a adigdo dos compostos, ndo foi alterado. A taxa transpiratdria foi avaliada

tempos apos & imersoes.

Avaliagdo da taxa transpiratoria e andlise da seiva do xilema

Em todos os tratamentos o comportamento estomatico foi observado
avaliando-se as taxas transpiratorias (E), realizadas na superficie abaxial da
quinta folha, com um analisador de gases pelo infravermelho portatil (modelo
LCA-2, ADC, UK).

A coleta do exsudato do xilema foi realizada apds as avaliagdes de E e W;
Para isso, foi feita uma excisio no caule acima da primeira folha definitiva,
destacando-se a parte aérea. O corte foi lavado com 4gua destilada, para evitar
possiveis contaminagdes da seiva com substincias contidas no suco das células
rompidas durante a excisdo. Apds a excisdo, as plantas foram transferidas para
agua destilada, para a coleta do exsudato. Esse procedimento foi utilizado para
evitar a pressurizagdo, que seria necessaria para a coleta da seiva das plantas
tratadas com PEG. Segundo Hartung e Radin (1989), a pressurizagdo pode causar
desidratagao das raizes e afetar a composicdo da seiva.

Goticulas do exsudato foram coletadas com o auxilio de uma pipeta
Pasteur e os primeiros 500 PL foram colocados imediatamente em nitrogénio
liquido e armazenados a -20 °C para andlise de ABA. Um outro grupo de plantas
foi submetido a0 mesmo tratamento. Usando o mesmo procedimento, a seiva foi

coletada, medido o pH, e armazenada a -20 °C para a analise dos nutrientes.

Analise de ABA
A separagdo do ABA da seiva foi feita em HPLC, e a quantificacio

(dosagem) por um teste imunologico (ELISA), usando anticorpos monoclonais,



segundo a metodologia descrita por Peres et al. (1997) e usada rotineiramente no
Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biociéncias da Universidade de
Sao Paulo (USP).

Extracdo do ABA

Un grama de massa fresca de raiz e folha (52%) foi
macerado em netanol 80% gelado e acrescido de Henzi
hidroxi tolueno (0,18 mV) para dimnuir a oxidacaoO
padrao radioativo (0,5 pCi) tanmbém foi adicionado
nessa fase e a extracdo realizada s4tC durarie 60
horas. Ap6s a extracdo, os extratos foram passados
papel de filtro, filtros de nitrocelulose de O0,4fm e
0,22 pm de crivo e depois em cartucho “sgmk” C18,
previanente ativado com netanol 80% Para a seiva d
xilema, 500 pL foram filtrados da nmesm nmaneira,
omtindose a filtragem no papel de filtro. O conteuldo
do filtrado foi concentrado em rotavapor a °€5
utilizando baldes previamente silanizados. Os extasa
resultantes foram entdo, ressuspendidos em 40
(material vegetal) e 120uL (seiva) de &agua acida (pH

3,0), para posterior infjecdo em HPLC.

Separacdo do ABA em HPLC

Do extrato ressuspendido acima, 10QL foram
utilizados para injecao em HPLC. Durante 0
fracionamento em HPLC, as fracdes correspondentes a
ABA foram recolhidas em inervalos regulares e 10QL

de cada uma dessas fracdes foram adicionados a cfosas
contendo 2 m de liquido de cintilacdo e realizada
contagem radioativa, para o calculo do rendinmente d
extracdo. Para o ajuste das condi¢cbes de separad@o
ABA em HPLC foram utilizadas solucdes 10@M do padrao

desse hornmdnio.



Na cromatografia de fase reversa, utilizew
como fase estacionaria octadecil silic&18 em unm
coluna preparativa WaterpBondapak 19 nm DI x 300mm A

fase movel consistiu de uma mstura de nmedlancom
agua ultra purificada. Para aunentar a polaridades d
solventes adicionosse o &acido férmco a agua (pH
3,0). Todos o0s solventes foram previanente desaesad
com a aplicacdo de vacuo acoplado a um banho enrailt
som

Ap6és o fracionanmento, as fracOesde interesse
(correspondentes ao ABA) foram secas em “spead”’ e
posteriormente netiladas com 250 pbL de diazonetano
(dividido em trés aplicagdes: 10QL + 100 pL + 50 pL)
para cada tubo relacionado com o tenpo de retendaéo
ABA e secas em capela. A telacdo é necessaria, pois
0os anticorpos utilizados para o ABA possuem nelhor
reacdo com as formas netiladas desse hormdnio. O
diazometano foi preparado dissolvende 2,14 g dep-
toluilsulfonilmetilnitrosamda ou DazaM em 30 nL
de éter gelado e mstamdose esse conteudo em 10 mL
de etanol 96% acrescido de 0,4 g de KOH A mstufra
destilada a 6%, sendo o0 produto da destilacao o
diazometano.

Ap6s netiladas, as fracdes foram ressuspendidas
em 420 L de agua ultrapurificada, adicionada de B&aN
2,53 mMM e utilizadas posteriornmente na dosagem em
ELI SA

Rendimento de extragdo do ABA
Adicionou-se 5 uL de uma  solucdo contendo

aproximadanente de cisrans(x)[3HABA em 2 nL do
liguido de cintilacdo. A contagem da radioatividade
das fracbes foi realizadaem cintilémetro (Beckman LS
700). Para o calculo do rendimento de extracao
conmparoduse a contagem radioativa inicial (padr&o) com



a do final do processo de extracao e fracionamemtas
extratos.

Dosagem do ABA em ELISA
Para a quantificacdo do ABA utilizese um teste

tipo ELISA indireto que conpreendeu trés etapas:rga
a fixacdo foram utilizados 10QuL/orificio do antigeno
conjugado ABAOVA (AgF) dissolvido em tampéo
carbonato/bicarbonato, pH 9,6, acrescido de azida d
sédio 0,253 mM A incubacdo foi reatada no escuro, a
4°C, durante 12 horas. Ap6s isso, as placas foram
lavadas 4 vezes com uma solucdo de “Tween 20" a5@% 0
Nas placas secas, foram adicionados HOorificio de
AgL (ABA-Me) em 10 diluicdes (para curva padrdo). Ao
mesno tenpo, foram adichados 50 pl/orificio das
anmpstras vegetais e incubou por 30 mnutos 4aC. A
conpeticao comecgou guando foram adicionados 50
uL/orificio do anticorpo nonoclonal (ACl) diluido em
tampdo PBS adicionado de NaN,253 mM e 0,1 mLL?! de
Triton 100x. As placasforam incubadas a4°C, por 2
horas. Para a revelacdo, apdés lavagem das placasm co
“Tween 20" a 0,05% depositese 100 p/orificio do
anticorpo AC2 (ligado a peroxidase) diluido em taop
tris-HClI, pH 8,0, acrescido de 0,2 mL?! de Triton
100x. As placas foram incubadas por 1 hora, a °@
Ap6s lavadas com “Tween 20" a 0,05% foram depoddds
100 p/orificio de ABTS dissolvido (0,5 mg nb em
tanpdo perborato, pH 4,4, e as placas incubadas por
mais 1 hora, a 4%, antes das leituras das densidades

6ticas a 405 nm

Analise de nutrientes na seiva do xilema
Os teores de C4 M2 e K+ foram analisados por

absorcdo atébmca e espectrofotonetria de cham. As
concentracdes de (@) PQ-3, NH*+ e SG@2 foram



determ nadas espectrofotometricanente, conforme
Cataldo et al . (1975), Lindeman (1958), Mcculough

(1967) e Malavoltaetal . (1989), respectivanente.

Atividade da redutase do nitrato

A atividade da enzima redutase do nitrato seguiu a metodologia descrita
por Cairo et al. (1991). Nas plantas submetidas ao estresse rapido, a coleta de
material foi realizada 3 horas apos a adicdo de 7% de PEG 6000 a solucdo de
cultivo. Nas plantas submetidas ao estresse lento, a coleta foi realizada 24 horas
apos a adicdo de 3% de PEG 6000 a solucdo de cultivo. Nessas ocasioes, 0s
estresses haviam promovido redugdes na taxa transpiratoria.

Apds a coleta, as plantas foram separadas em raizes e folhas (l&minas
foliares da 5° folha), cujas partes foram subdivididas em fragmentos de
aproximadamente 3 mm; 500 mg desse material foi colocado em recipientes
contendo 5 mL de um meio de incubagdo, constituidko de KNO; 100 mM, n-
propanol 5% e tampao fosfato de potassio 0,1M, pH 7,5. Esse conjunto, apos ser
submetido a infiltragdo & vacuo durante 2 minutos por duas vezes, foi colocado
em banho-maria a 30°C, no escuro. A atividade da enzima foi medida durante 0,5
hora, retirando-se do meio de incubagdo aliquotas de 0,5 mL, aos 10 e 40
minutos de reacdo. Cada aliquota foi adicionada a um meio contendo 1 mL de
sulfanilamida 1% em HCl 1,5 N, 1 mL de n-2-naftl-etileno diamino di-HCl
0,02% e 4gua destlada para um volume final de 4 mL. As leituras
espectrofotométricas foram feitas a 540 nm e os resultados expressos em Hmoles

de NO, g ! de massa fresca hi'.

Andlise estatistica

O  delincamento  experimental — utilizado foi  inteiramente  casualizado.
Todos os tratamentos compunham de pelo menos quatro repeticdes, exceto para a
determinacdo de ABA, na qual foram utilizadas amostras compostas, resultantes
de quatro repeticoes. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia, pelo
teste F, a nivel de 5% de probabilidade, sendo calculada a diferenca minima

significativa pelo teste de Tukey.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do estresse hidrico sobre E, W, e pH da seiva xilemdtica

A taxa traaspiratoria (E) das plantas submetidas
ao estresse hidrico réapido dimnuiu duas horas apds
adicdo de 7% de PEG 6000 a solucdo nutritiva (Figur
1A, mantendese nmais ou nenos constante até o final
do experinento (5 horas apdés o inicio da inducdao do
estresse). Nessa ocasido, o0 potencial hidrico foliar
(W) ndo havia sofrido alteracédo significativa (Figura
1C), mas o pH da seiva xilematica havia aunmentadm e
0,6 unidades (Figura 1C). Trés horas apo6s a adig&o
PEG 6000 a solucdo, oW foi reduzido de -0,15 MPa
(plantas controle) para-0,48 Ma (plantas tratadas
com PEG 6000), mantendse estatisticanente constante
até o final do experimento. O pH da seiva xilemhaic
aumentou gradativamente até trés horas apdés a adica
de PEG a solucéao, tendo alcancado O, dénidades
superior ao controle, dimnuindo de valor apds esse
tempo (Figura 1C).

Nas plantas cuja adicdo de PEG 6000 a solucédo foi
gradativa e crescente (estresse lento)E reduziu



(Figura 2A), sem qualquer reducao n®:r (Figura 2B),
24 horas ap6s a adicdoe dl% de PEG 6000 a solucao de
cultivo (dia 2 no grafico). Nessas plantas, &%
diferiu estatisticanmente do controle 24 horas apas
adicdo de 7% de PEG a solucadao (dia 4 no grafico),
guando oW¥s da mesma era de-0,83 MPa. Ao contrario do
gue ocorreu nas pldas subnetidas ao estresse rapido,
o pH da seiva xilematica das plantas subnmetidas ao
estresse lento ndo foi alterado apés o tratamentoon c
PEG 6000 (Figura 2C).

Durante o tenpo de inmposi¢cdo dos estresses rapido
(5 horas) e lento (5 dias) nédo foram obsadas
alteracbes significativas noWs da seiva do xilema.
Considerando plantas controle e tratadas, a media d
WYs da seiva do xilemn variou entre0,079 e -0,081 MPa
(Tabela 1).
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Tabela 1. Valores nmédios deWs da seiva do xilema
(MPa), avaliado no final de cada experinento; 5
horas (nas plantas subnmetidas a estresse
rapido) e 5 dias (nas plantas subnetidas a
estresse lento) apods a adicdo de PEG 6000 a
solucao de cultivo.

Y, (MPa)
Estresse lento | Estresse rapido
Seiva das plantas controle -0.079 -0.083
Seiva das plantas estressadas -0.081 -0.080

Efeito do estresse hidrico sobre a concentracio de ABA foliar, da seiva
xilemadtica e da raiz

A concentracdo de ABA nas folhas das plantas
subnetidas ao estresserapido nostrou wuma ligeira
reducdo a medida que o estresse progrediu (FiguAa 3
Esse resultado contraria a mmior parte dos obseosad
em outros trabalhos que nostram que a concentradao
ABA tende a aunentar em folhas de plantas subnesida
estresses am défice hidrico (WIlkinson e Davies.,
1997), salinidade (Wlfetal ., 1990), anoxia (Elseet
al ., 1996). Em condicdo de deficiéncia hidrica tanto

reducdo no netabolismo foliar de ABA (WIlkinson e

Davies., 1997) quanto a reducdo no seu transportiea v
fl oema (WOIf et al ., 1990; Else et al ., 1996) séo
reduzidos. Por outro lado, Wilf et al . (1990)

observaram um aunmento na degradacdo de ABA em f®lha
de Lupinus albus submetido a estresse salino. Um

estimulo na degradacdo de ABA por estresses foi
observado tabém em alguns trabalhos citados pelos
altinos autores.

A concentracdao de ABA determnada na seiva do
xilema e nas raizes das nmesmas plantas aunmentou
gradativanente com o tenpo de estresse. Uma horés ap



a adicdo de PEG 6000 a solucdo de cultivo, a
concentracdo de ABA na seiva do xilema das plantas
tratadas duplicou de valor, em relagcdo as plantas
controle (Figura 3B), enquanto que nas raizes o
aumento foi de 30% (Figura 3C). Duas horas apé6s a
adicdo de PEG a solucao, a concentracdao de ABA na
seiva do xilem das plantas tratadas j&4 era quatro
vezes mmior que na seiva das plantas controle,
enquanto que nas raizes o aunmento era de duas vezes
No final do experimento, cinco horas apés a adicéde
PEG a solucdao, a concentracdo de ABA na seiva das
plantas tratadea era 24 vezes nmaior que na seiva das
plantas controle, enquanto que nas raizes esse ronme
era de apenas 5 vezes, subindo de 29,86 para 704,93
pmol nL!, na seiva, e de 23,49 para 121,53 pnol g nf
1, nas raizes.
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Figura 3. Concentracdo de ABA em fol®wa(A, seiva do
xilema (B) e em raizes (C) de plantas de
tomate, com 43 dias de idade, subnetidas a

estresse hidrico rapido, induzido pela
aplicacdo de 7% de PEG 6000 a solucéo
nutritiva.

Nas plantas submetidas ao estresse lento, 24
horas apo6s a adicdale 1% de PEG a solucdo de cultivo

(dia 2 no grafico), a concentracdo dABA na seiva do



xilema das plantas estressadas era sete vezes nmmior
que na seiva das plantas controle (Figura 4). Nxndl

do experimento, 24 horas ap0s a adicao de 7% de ®&EG
solucdo, a concentracdo de ABA na seiva xilemtidas
plantas tratadas haviaaumentado 59 vezes; subiu de
2,39 pnol m! para 142 pnol m: Nessa ocasiao, E

nas plantas tratadas havia reduzido em 53% de 3,9
mol m2 s! para 1,83 mml m2 st (Figura 2A. A
concentracdo de ABA nao foi determnada nas folhas
raizes das plantasubnmetidas ao estresse lento.
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Figura 4. Concentragdo de ABA na seiva xilematica de plantas de tomate,
com idade entre 41-45 dias, submetidas a estresse hidrico lento
induzido pela adi¢do gradativa, didria e crescente de PEG 6000
a solugdo nutritiva. Os nimeros entre parénteses indicam o W,

(MPa) da solugdo.

Os resultados confirmam a hipétese ja conhecida
de que raizes de plantas subnetidas a défice hidric
produzem um sinal quimco, que é transportado paas
fol has, via fluxo transpiratorio, pronoveao o]
fechamento estomatico (nmostrado no presente



experimento pela redugdo nas taxas transpiratorias)
mesno que ndo ocorra qualquer alteracdo Wa Enbora
haja evidéncias de que outros conmponentes da seiva
possam influenciar o conportanmento estomatico, ABA
exerce a maior influéncia (Zhang e Davies, 1989). O
decréscim na condut ancia estomatica tem sido
relacionado ao aunmento na concentracdo apoplastidea
ABA (Zhang e Davies, 1989; Zhang e Davies, 1990).

Tanto nas plantas submetidas ao estresse rapido
(Figuras 3B) comp nas plantas subnetidas ao estresse
lento (Figura 4), houve um significante aunento na
concentracdo de ABA na seiva do xilemn, antes nes®o
ocorrer uma reducdo na taxa transpiratoria (FigurhA

e 2A), quando o ¥ ainda nao havia sido altreado

(Figuras 1B e 2B). Raizes desidratadas sintetizaBA A
mais rapidanmente que tecidos turgidos (Zhang e Bayi
1989), o0 que resulta no aunmento de sua concentragao
seiva do xilema (zZhang e Davies, 1990). O aunenta n
concentracdo de ABA foi maior (5%ezes) na seiva das
plantas submetidas ao estresse lento, do que nas
plantas subnmetidas ao estresse rapido (24 vezes),
provavelmente porque no prineiro caso 0 nmaior tenge
duracdo do estresse permtiu que uma maior quandeda
de ABA fosse sintetizada nas raizes. Na seiva do

xilema, 0 ABA, via fluxo transpiratorio, e
transportado para as folhas, acunulando no apopbast

circundante as célulaguarda, onde pronove 0
fechanmento estomatico, além de influenciar outros
processos nmetabdlicos na parte aérea, coganho de

carbono, iniciacdo e expansdo foliares (Salah e
Tardieu, 1997; Bacoretal ., 1998).

Embora haja uma boa correlacdo entre o declinio
na condutancia estomatica e aumento na concentragéo
ABA na seiva do xilemn, alguns trabalhos (Schuret

al., 192; Correia e Pereira, 1995) nostram que a



concentracdo de ABA na seiva nao explica totalnende
fechamento estomatico em resposta a seca, e que,
principalmente em condi¢cbes de canpo essa relacadep
ndo ocorrer. Para tais controvérsias sao discutidas
algumas proposicdes. As observacbes de que, em plantas
individuais, o decréscimbo na condutancia estomatica
ocorre linearnente com o0 aunento na concentracdo de
ABA no xilema sugerem unma variacdo na sensibilidade
estomatica para o ABA do xilema entre plantas den
mes espécies (Schurr et al ., 1992). Qutra

possibilidade envolve as alteracbes que ocorrem na
concentracdo de ABA no percurso até o apoplasto
circundante as célulaguarda, seja devido a mudancgas
na sua distribuicdo, na sua degradacdo e/ou conjéiga
(Wlkinson e Davies, 1997; Hansen e Dorffling, 1999
A seiva do xilema contém uma quantidade considetave
de ABA conjugado, e esta aunenta com O estresse
(Hansen e Dorffling, 1999). Se o ABA conjugado |irtze

ABA no apoplasto das célulaguarda, isto pode
constituir um mecani sno adicional que pode
potencialnmente aunmentar sua concentracéao nesse
conmpartimento (Hartung et al ., 1998). Seria

interessante verificar se o0 estresse inmposto prenov
alteracdo no nivel de ABA conjugado na seiva do e
de plantas detomate.

Um forma pela qual o estresse hidrico pode nudar
as concentracbes de ABA no apoplasto €é através de
alteracbes no pH desse conpartinento. O pH da seiva
xilematica das plantas submetidas ao estresse r@&pid
avaliado logo apoés as analises das taxas
transpiratorias, aunmentou em 0,7 unidades na sedas
plantas submetidas ao estresse rapido, duas horpés a
a adicdo de 7% de PEG a solucdo nutritiva (Figur@.1l
Isso pode explicar o fato de que, nessa ocasido, a
concentracdo de ABA da seiva do xilemanha aunentado
guatro vezes nas plantas tratadas com PEG em ra&dag



ao controle, enquanto que nas raizes 0 aunmento dea
apenas 2 vezes (Figuras 3B e 30).

Aumento no pH da seiva do xilema de 6,3 para 7,2
foi observado emPhaseolus vulgaris , por Hartung e

Radin (1989), de 6,1 para 6,7 ef@ommelina communis ,

por WIlkinson e Davies (1997), de 5,5 para 7,5 em
Lycopersicon esculentum por WIlkinson etal . (1998) e

de 6,0 para 7,0 em cevada, por Baceabhal . (1998), em

todos 0s casos as plantas foram subnetsidaa
deficiéncia hidrica induzida pel a suspenséao da
irrigacao.

Tem sido proposto que 0 aunento no pH
apoplastico, nediando alteragbes na distribuicdo de
ABA, pode funcionar conmo um sinal quimco para as
folhas, indicando a reducdo na disponibilidade dguaa
no solo, (WIlkinson e Davies, 1997; WIkinsometal .,

1998). Essa proposicao confirma as observacdes de (¢
os estdomatos podem fechar, em resposta ao défice
hidrico, antes do aunmento na sintese de ABA na raw
parte aérea (Thonmpsoret al ., 1997). Essahip6tese é
baseada no fato de ser o ABA um &cido fraco e seu
acunmulo ocorrer em conpartimentos nmais alcalinosm E
pH apopléastico mmis alcalino, tanto a capacidades da
células do mesofilo guanto da epiderne para
sequestrarem ABA sado reduzidas (WIkinson Bavies,
1997), permtindo que uma nmaior quantidade de ABA &
mantido no apoplasto. Os ultinos autores observaream
células epidérmcas deCommelina que, em pH externo

6,0 (o qual representa o pH apoplastico de unma phan
ndo estressada), a absorcdo difus de ABA e a
mediada por carreadores ajudam a nmanter a baixa
concentracdo de ABA apopléastica, em condi¢cdes néao
estressantes. Quando o pH externo foi aumentadoapar
7,0 (o qual corresponde ao pH do apoplasto de umm
planta estressada), tanto o processo ulifvo de



absorcao cono o] mediado por carreadores foram
perdidos, provavelnente, por ser esse um pH fora da
faixa de atividade para tais processos. Aém disso,
pH mais alcalino da seiva parece aumentar a
responsividade estomhatica para o ABA do xilemm
(Correia e Pereira., 1995) e tanto o seu transporte
via floema comp sua taxa netabdlica foliar séo
reduzidos (zZhangetal ., 1997; WIlkinsonet al ., 1998)
em plantas submetidas a deficiéncia  hidrica. A
somatoria de todos esses fatores permte que umeorma
guantidade de ABA alcance e se mantenha no apoplasto
das célulasguarda. Contudo, em centeio (Daeter e
Hartung, 1993), a absorcdao de ABA nmediada por
carreadores ocorre apenas em pH apoplastico
correspondente ao de plantas estressadas (7,25).
Segundo os autoresisso pode funcionar para evitar o
excesso de ABA no apoplasto de plantas estressadas
evitar o fechanmento estomatico a longo prazo. E
possivel que em diferentes espécies, ou nmesnmo dentr
de uma mesnma espécie, a regulacdo da atividade akess
proteinas careadoras de ABA nude de acordo conp O
estagio de desenvolvinento e/ou época do ano e/ouah
do dia.

A maior sensibilidade estomatica para o ABA em pH
apoplastico mais alcalino pode explicar o fato deeq
nas plantas submetidas ao estresse réapido a redugi
taxa transpiratéria tenha ocorrido nmesnm quando a
concentracdo de ABA foliar foi reduzida (Figura 3A
Enbora a concentracdo total de ABA na folha tenha
reduzido, a concentracdo de ABA apopléastica poder te
aunentado em funcdo do nmior acunmulo de ABfesse
conpartimento, resultante do pH mis alcalino. Aém
disso, a interacdo entre ABA e outros hornmbnios, mxo
citocinina e auxina, nao pode ser descartada
(Shashidhar et al ., 1996). O balanco entre AA ABA

pode nmodular o grau de abertura estomatica (lmviet



al., 1992). E possivel que o balanco obtido quando as
plantas foram submetidas ao estresse tenha favaeci
o ABA em relacdao ao outros hormonios, havendo, iass
uma reducdo na abertura estomatica.

No experimento em que as plantas foram submetidas
ao estresse lento, ndo foi observada alteracdo no pH
da seiva xilematica, nmesnmo apo6s ter ocorrido reauca
na taxa transpiratéria e no¥ (Figura 2C). Logo, o
aumento na concentracdo de ABA na seiva do xilem
dessas plantas deve ter sido o resultado do auoremd
sintese de ABA nas raizes. |Isso concorda com o0S
resultados de Baconet al . (1998) e Jokhanet al
(1999), que ndo observaram qualquer alteracdao nodpH
seiva do xilema em plantas submetidas a deficiéncia
hidrica induzida pela suspensdo da irrigacaenbora
tenha sido observado um aumento na concentracéaoAsle
deste conpartinmento e fechamento estomatico. Potrou
lado, Schurr e Schulze (1996) e Correigtal . (1999)
observaram que, em Ricinus communis e Lupinus ,
respectivamente, a seiva do xilema house nmais
acida com a seca. Contudo, observacdes de que odapH
seiva do xileman pode variar da base do caule até o
apice, tornandose mai s alcalino a medida que
distancia da base, e a mobilizacao de ABA entre
mesofilo e epiderme depende mais do gradientle pH
nestes tecidos do que da seiva (Schildtal ., 1996),
sugerem que o0 pH apoplastico nas folhas pode ser
substancialmente diferente do observado na seiva do
xilema coletada no caule, e o pH determ nado no edn
do caule (seiva) pode nao refletir o pddb xileman das
folhas. A ém disso, a sensibilidade do pH da seiva
xilematica as variacbes no teor de agua no solo epod
variar (Bacon et al ., 1998). Dessa forma, a rapidez
com que o pH aunenta pode variar com a espécie
(WIkinson, 1999), ou, no caso do prerst e



experimento, com o tipo do estresse (lento e réapido
que influenciou sua intensidade e duracdo. Em abgun
casos, o0 pH pode afetar a abertura estomatica andes
acumulo de ABA na seiva, em outros, pode ocorrer o
contrario. Nesse sentido, o tipo de tessse tanmbém
pode influenciar as respostas. No presente expenmniae

o estresse foi inposto pela adicdo de PEG 6000 a
solucao de cultivo, enquanto que nos demais
experinmentos, para 0S resultados ja citados, a
inposicdo do estresse se deu pela suspensaorega.
Essa forma de indugcdo do estresse parece sinulairs m
uma condicdo natural. Nas plantas submetidas ao
estresse rapido, o tenmpo de duracdo do estresse d®i
apenas cinco horas e nas plantas subnmetidas ao
estresse lento, de cinco dias. As plantas maggram
diferentemente no ajuste aos dois estresses.

O aunmento na concentracdo de ABA na raiz e xilema
das plantas submetidas ao estresse rapido (FiguBae3
3C) ocorreu bem antes do inicio da redugcdo na taxa
transpiratéria (Figuras 1A . Schill et al . (1996)

sugerem e Jokharetal . (1999) verificaram que isso

pode ser conseqUéncia da perda de ABA no percurso
transpiratério, resultante da difusdo lateral. Cono
nesses trabalhos os autores n&o observaram alteraca
nos niveis de solutos em geral no xilema dase do
caule até o apoplasto foliar, o mecanisnmo de perd=a
ABA foi atribuido a sua perneabilidade na nenbrana,
relacionada as mudancas no pH apoplastico. No pnese
trabalho, o pH foi analisado em seiva coletada &acim
da prineira folha definitiva (5 cnacima do colo) e a
taxa transpiratéria foi avaliada na quinta folhande

o pH da seiva coletada do peciolo foi mis alcalino
(Capitulo 1). Possiveis alteragdes no pH da seiva d
xilema foliar podem ter ocorrido antes de alterag0e
no pH do xilema da basedo caule e ter alterado a
distribuicdo de ABA no percurso até a epiderne da



folha. Isto pode justificar o inicio da reducdo na
taxa transpiratdria ocorrido bem antes do aunenta n
concentracao de ABA na raiz e xilemn.

Nas plantas controle, a concentracdde ABA nas
folhas foi 14 vezes maior que nas raizes (Figura. 3)
Na seiva do xilemn, a <concentracao variou de 2,39
(controle das plantas submetidas a estresse lento
Figura 4) a 29,86 pnmol nt (controle das plantas
subnmetidas a estresse rapido- Figura 3B). Uma
variacdo entre plantas individuais, de 353,22 pnol
mL-1, foi observada no Xilema de plantas nao
estressadas de girassol e aunmentou 40 vezes quaslo
plantas foram subnetidas ao défice hidrico (Schuetr
al ., 1992). Os estresses rapido e lento rém
conduzidos em épocas diferentes. Logo, essa varoaca
pode estar relacionada a época de coleta das seivas
aumento observado com o estresse, de 24 e 59 vezes
esta dentro da faixa de aumento observado para astr
espécies.

H4& algumas evidéncias (Hartgne Radin, 1989) e
sugestdes (Schurretal ., 1992) de que o aunento no pH

apopléastico de plantas subnetidas a deficiéncia
hidrica seja atribuido a reducdo na atividade &

ATPase da menmbrana plasmatica. Nesse sentido,
Patonnier et al . (1999) observaramque vanadato, um
inibidor da H-ATPase da nenbrana plasmatica, inibe a
abertura estomatica em Fraxinus  excelsior . Ao

contrario de vanadato, fusicocina, um ativador d#&-
ATPase, promove reducdo no pH apoplastico (Froneatd

al ., 1995) e estimula a aberturaestomatica em
Commelina communis (Assmann e Schwartz, 1992; Eun e
Lee, 1997). Para avaliar a participagcdo dessa eazim
na alteracdo do pH apoplasto associada ao novinmento
estomatico em tomateiro, folhas destacadas tiveram
seus peciolos imersos em seiva afitcial de WIkinson



et al . (1998) contendo fusicocina. Duas concentracdes
de fusicocina foram testadas (5 e UM, sendo que
apenas 1M pronoveu alteracdo na resposta estomatica

(dados nado apresentados). A adi¢cdo de pMO de
fusicocina a seiva artificial pronoveu um aunmento de
até 30% na taxa transpiratoria, em relacdo ao coheéer
sem fusicocina, uma hora apdés a inersdo do pecidbe
folhas na solucdo (Figura 5). Aém disso, a fusicoz
inibiu a reducdo na taxa transpiratdria pronovidarp
ABA (Figura 6). Esses resultados indicam que, assim
como em Vicia faba (Fricker e Wllmer, 1990) e
Fraxinus excelsior (Patonnier et al ., 1999), a H-
ATPase € um dos conponentes inmportantes nos prozess
gqgue envolvem a abertura estomatica em tomateiro.
Fromard et al . (1995) encontraram que células

associadas aos vasos do xilema, as quais conténasalt
concentracbes deH-ATPase, sao capazes de controlar o
pH da seiva do xilema.

No entanto, € inportante ressaltar que apesar da
possibilidade da fusicocina estinular a aberaur
estomatica, via alteragcdo no pH apopléastico, ela
parece exercer acao direta na despolimerizacdao dos
filamentos de actina das céluleguarda (Eun e Lee,
2000). Os filamentos de actina parecem nodular a
extensdo e velocidade do nmovinento estomatico. A
desmlinerizacao dos filamentos intensifica as
nmudancas na abertura estomatica, enquanto que a
polimerizacdo estabiliza a abertura (Eun e Lee, 7)99
Considerando que tanto o ABA com a fusicocina,
pronotores do fechanmento e abertura estomaticos,
respectivanete, promovem uma  despolimerizacdo nos
filamentos de actina nas célulaguarda (Eun e Lee,
2000), ao que parece, esses filanentos apenas rmamdul
a extensdo e velocidade do novimento. Sendo assim
esperarse-ia que a fusicocina apenas acelerasse o



nmovinmento estomatico, independente da direcao, isto é,
estimulasse o efeito pronovido pelo ABA sobre a &ax
transpiratéria. No entanto, a fusicocina inibiu a
reducdo na taxa transpiratoria pronovida pelo ABA

(Figura 6).

E (mmolm”s™)
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—m— Com fusicocina
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Figura 5. Efeito da fusicocina (10uM) sobre a taxa transpiratoria (£) em
folhas destacadas de tomateiro e imersas em seiva artificial de

Wilkinson et al. (1998), pH 7.0.
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Figura 6. Efeito da fusicocina (10uM) sobre a reducdo na taxa
transpiratoria (E) promovida por ABA (2,5uM), em folhas
destacadas de tomateiro e imersas em seiva artificial de
Wilkinson et al. (1998), pH 7,0.



Un mecanisno proposto por Netting (2000) associa
a inibicdo da atividade daH-ATPase a abertura dos
canais de céalcio mecéaniesensiveis da menbrana
plasmatica, que sao ativados devido a alteracdao na
tensdo da agua apoplastica, quando as plantas séo
subnmetidas a deficiéncia hidrica. O aunento resulttea
na concentracdo de calcio citossolico provocaria a
fosforilacdo da H-ATPase inativandoa. A atividade da
H- ATPase € realmente influenciada pelo seu estado de
fosforilacdo e dependente de calcio (Qu e Su, 12998
Aém disso, tem sido proposto que o0 ion *Tapode
substituir o M? do qual a enzima ¢é dependente
(Kinoshita etal ., 1995). O aunento no pH citossodlico,

devido a reducdo na atividade da enzima, apés aunento
nos niveis de calcio desse conpartinento ja foi
observado por alguns autores (Qu e Su, 1998).

Para verificar a participacdo dos canais de
calcio no fechanmento estomatico induzido por ABA
folhas destacadasforam imersas em seiva artificial
contendo dois inibidores de canais de céalcio, cltae
de lantanio e vermelho de ruténio. Os resultados
nostram que a adicdo de anmbos a seiva influencia d
mesma forma os efeitos do ABA sobre os estomatos. A
presenca de coreto de lantanio inibiu os efeitos do
ABA sobre a taxa transpiratéria (Figura 7), enquant
gqgue a inibi¢cdo promovida pelo vernelho de ruténioif
parcial (Figura 8).

A prineira nudanca detectada apdés exposicdo de
células-guarda ao ABA € umm despolarizacaba menbrana
plasmatica e ativacdo dos canais de calcio (Hamnlto
et al., 2000). O fechamento estomAtico pronmovido por
ABA ¢é precedido por um aunento na concentracdo de
cdlcio citossolico livre nas célulaguarda (MAnNsh
et al ., 1990; Cousson e Vavasseur,1998). Esse

aumento, resultante do influxo de céalcio extracedul



e liberacdo intracelular de calcio, esta diretanent
relacionado com a concentracdo de calcio externo, e
anbos correlacionados com o grau de fechanento
estomatico (MAnshetal ., 1995). Clreto de lantéanio

€ um inibidor dos canais de calcio da nmenbrana
plasmatica que sao sensiveis ao ABA (Hamltenhal .,
2000). Sua presenca inibe o aumento na concentragéo
calcio livre citossdlico, necessario para o fechamne
estomatico pronmovido por AB

—&— Com cloreto de lantanio
—0O— Sem cloreto de lantinio

O T T 1
0 2 4 6

Tempo apos imersdo das folhas (h)

Figura 7. Efeito do cloreto de lantanio (10mV
sobre a taxa transpiratériaE) de folhas
destacadas de tomateiro e inersas em seiva
artificial de WIlkinson et al . (1998)

contendo 3,0 mM de calcio e 2,%unolar de
ABA



1 1 —e—sem vermelho de ruténio

—0—Com vermelho de ruténio
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Figura 8. Efeito do vermelho de ruténio (100 uMN
sobre a taxa transpiratériaE)( de folhas

destacadas de tomateiro e imersas em
seiva artificial (WIlkinson etal ., 1998)
contendo 3,0 mM de calcio e 2, umolar de
ABA

Isso pode jusitficar a manutencao da taxa

transpiratéria em folhas destacadas e inmersas em
solucdo contendo este conposto, nmesnm na presenea d

2,50M de ABA e 3,0 mM de calcio. Da nmesm form,

vermelho de ruténio, um inibidor de canais de caci
intracelulares (Knight etal ., 1997), pode ter inibido

o aunmento no calcio livre citossdlico, liberado das
organelas, que ocorreria normalmente com a presedea
ABA na solucao, inpedindo maiores reducdes da taxa
transpiratéria (Figura 8). A menor inibicdo das
reducdes na taxa amspiratoéria pronovida pel o
vernelho de ruténio, em relacdo ao cloreto de
lantanio, pode sugerir que, em tomateiro, 0 aunema
concentracdo de calcio citossolico livre que preeed
fechanento estomatico pronmovido por ABA é resultant
principalmente, do influxo de calcio extracelular.
Varios estudos realizados para examnar a origem do
calcio necessario para o fechanmento estomatico em



protoplastos isolados de célulaparda sao realizados

com o0 uso de bloqueadores de canais de calcio que
inibem o influxo e/ou liberagcdo de calcio para o

citossol (MAnshetal ., 1995; Knightetal ., 1997).

Efeito do estresse hidrico sobre a concentragido de nutrientes da seiva
xilematica
A reduzida disponibilidade de &agua no solo é

frequentenente aconpanhada por uma ling&a na
disponibilidade de nutrientes. Sendo assim parece
razoavel considerar que ©plantas <crescidas com um
suprimento de nutrientes alterado diferissem tambem
suas respostas para a reduzida disponibilidade de
agua. A concentracdo de nutrientes nas seim xilem

de plantas subnetidas as duas formas de estresse é
nmostrada na Figura 9.

Como pode ser observado, tanto o estresse lento
(Figuras 9A e 9B) conmo o rapido (Figuras 9C e 9D
prompoveram um aunmento na guantidade total de
nutrientes na seiva.K- foi o cation e N® o0 &anion
encontrado em maior concentracdo na seiva. Nas fdan
submetidas a estresse lento, exceto+*2Ca& SQ3 a
concentracdo dos denmmnis ions na seiva aumentou oom
desenvolvinento do estresse. Nessas plantas, a
concentracdo de MY K+ e NQ@ aunentou de 1,3 para
3,12, de 11,7 para 15 e de 1,12 para 1,68 mV
respectivamente.
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Figura 9. Concentracio de cations (A-C) e anions (B-D) na seiva
xilematica de plantas de tomate submetidas a estresse hidrico
lento (dias apés a adicdo de PEG) e rdpido (horas apds a adigdo
de PEG), induzidos pela adicdo de 7% de PEG 6000 a solucdo de
cultivo. Nos graficos superiores o0s nimeros entre parénteses
indicam a % de PEG na solug3o.

Nas plantas subnmetidas ao estresse rapida
concentragcdo de todos o0s nutrientes analisados na
seiva aunmentou com o tenpo de estresse (Figura 9C e
9D), e em mmior magnitude que na seiva das plantas
submetidas a estresse lento. Nos dois casos, 0s
maiores aumentos foram observados nos teores de, NH
N e K; de 0,7 para 6,1, de 0,7 para 2,0 e de 5,8
para 10 mM respectivanente. Ao contrario das plast



subnetidas ao estresse lento, <cuja concentracdo de
calcio na seiva ndo foi alterada, na seiva das pban
submetidas ao estresse rapido a concepgfioa desse ion
aunmentou de 1,5 para 2,5 mM

Ateracbes na conposicdo de ions mnerais da
seiva do xilema de plantas subnmetidas a défice hédr
foram observadas em varias espécies ( Gollana .,

1992;: Schurr e Schulze, 1995; 1996, Dannat al .,

1995; Careia etal ., 1999). Em algumas delas tem sido
observada uma correlacdo positiva entre a concegépoa
de N@ e pH da seiva. Mngel et al . (1994),
trabalhando com plantas intactas, e Hoffmann e

Kosegarten (1995), trabalhando com folhas destasada
de giras®l, observaram que o aunento no suprimento de
NOQs promoveu um aunmento no pH do apoplasto foliar.
Esses autores observaram que certos nkslidios no
apoplasto, principalmente ao redor dos estématos,
tornamse mais alcalinos apdés a adicdo desN@o que

0 apoplasto da epidernme conmo um todo. O aunmento no pH
apopléastico induzido por aumento na concentracdo de
NOs pode ser o resultado de um conmbinacdo de
processos. O cdransporte de NI H para o sinplasto
dimnui cargas positivas no apoplasto. Aém dissa,
reducdo de NO gera um excesso de OH que pode ser
excretado para o apoplasto (Davies, 1986). O aupent
na concentracdo de NO na seiva correlacionase
positivanente com a sensibilidade estomhatica e seu
metabolisno pode influenciar a absorcdao de ARglas
células do nesofilo via alteracdo no pH Radiet al
(1982) j& haviam reportado que um alto suprinente d
NO; aunmenta a concentracdo de ABA nas folhas. No
presente experimento, a concentracdo des NAunmentou
na seiva das plantas subnetidas aos sdotipos de
estresses (Figura 9A e 9B), ms o pH da seiva



xilematica aunentou apenas nas plantas submetidas a
estresse rapido (Figura 1C).
Gollan et al . (1992) observaram na seiva do

xilema de plantas de girassol um decréscino nosreso
de nitrato, fosfatoe calcio a nmedida que o défice de
agua no solo progrediu. Nessa espécie, o0 aunento de
5,8 para 7,1 no pH da seiva, induzido pelo estresse
nostrou uma forte correlacao negativa com a
concentragcao de nitrato.Schurr et al . (1996) e Else

et al . (1996) obsevaram que reducdes na concentracédo

de nitrato na seiva de plantas de girassol submasid
a deficiéncia hidrica e de tomate, subnetidas a
anoxia, estavam associadas a um aunento de pH da
seiva. A explicacdo dada por Schuret al . (1992) ¢

gue a reducdo naconcentracdo de nitrato (anion) pode
ter aumentado a diferenca de forgca i6nica da seiva
(Stewart, 1983), o0 que levaria a uma producdo extda
espécies de cargas negativas, aunentando o Pdra
Gollan et al . (1992), o0 excesso de cations sobre

anions na seia do xilema da espécie em questdo foi
responsavel pelo aunmento no pH da seiva. Nos dois
tipos de estresse aplicados no presente experimento
maior aunmento ocorrido nas concentracdes dest NBl K*
resultou num maior aumento nos teores de céations
totais e, consequentenente, um aunento na relacéao
cadtions/anions a nmedida que o0s estresses progredira
O aunmento na concentracdo de cations, em relacaadea
anions, na seiva das plantas tratadas com PEG pode
ter contribuido para a alcalinizacdo da seiva do
xilema das plantas subnetidas ao estresse rapido. Aém
de possiveis alteragcdes no pH da seiva, o que lexar
a uma alteracdo na distribuicdo de ABA a reducao n
suprimento de NO pode alterar 0O conportamento
estomatico por aunmentar a sensibilidade dos estésat
para o ABA (Gollan etal ., 1992). No entanto, ndo se



sabe se as nudancas induzidas pors N®Mo pH da seiva
sdo a base das alteragcbes na abertura estomaticaaou
sua sensibilidade para o ABA

Ao contrario do observado por Gollan et al

(1992) na seiva doxilema de plantas de girassol
subnmetidas a seca, o0 aunmento nos niveis de*2 Qaa
seiva do xilema das plantas subnmetidas ao estresse
rapido no presente experimento concorda com o0S
resultados observado por Ruietal . (1993) e Correia
et a. (1999). No entatmo, o0 aunento observado na
concentracao de Ca por Correia et a. (1999), de 0,4
mM  (plantas controle) para 1,4 19\ (plantas
estressadas), ocorreu apenas ao neio dia, quandoseho
o mior declinio na condutancia estomatica e a
sensibilidade estomatica parao ABA foi nmmior. Tem
sido sugerido que enquanto sNOtem efeitos indiretos
sobre o0s estématos, por influenciar o balang¢co de
prétons (Raven e Smth, 1976), +€a parece esta
envolvido diretamente no fechamento estomatico (ch
e &ollan, 1990). De fato, osuprinento de C& aunenta
a sensibilidade estomatica para ABA tanto em

epidermes isoladas (De Silvaet al ., 1985) conp em
folhas (Ridolf et al ., 1994) e plantas intactas
(Schurr et al ., 1992). A concentracdo apopléastica de
Ca+2 torna-se inmportante ao cariderar que o]

fechamento estomatico pronovido por ABA é precedido
por um aunmento na concentracdao de *2Calivre no
citossol das célulasguarda (MAnsheta ., 1990) e

este estd diretanente relacionado com a concentoaca
de Ca2 externo (MA nshetal ., 195).

As trocas de pH da seiva resultantes de défice
hidrico tém sido atribuidas tanmbém as variacdes na
reducdo do NO (Gollan et al ., 1992), por se tratar

de um processo com grande inpacto no balanco deepH
plantas (Raven e Smith, 1976) e o sitio de duedo



variar entre espécies (Cairceta ., 1991). De acordo
com Haynes (1986), trés extensos grupos de plantas
podem ser identificados em relacéo ao sitio
predom nante de reducdo do NO as que reduzem nas
raizes; nas folhas; e as que o fazem em anbas as
partes em proporcdes variaveis.Segundo Pilbeam e
Kirkby (1990), em tomateiro, a reducdo dbNO ocorre
preferencialmente nas folhas, e segundo Dannslal

(1995), plantas que reduzem nitrato nas folhas temd
a apresentar o pH da seiva do xilema nmaiscalina. Se

0o estresse pronove alteracdo no sitio de reducdo do
NG, isso deve pronover uma troca no pH da seiva do
xilema.

Na Figura 10 é npbstrada a atividade “in vivo” da
redutase do nitrato nas folhas e raizes de plantas
submetidas as duas formas detessses. Os resultados
mostram que na cultivar de tomateiro usada a maior
parte do nitrato absorvido ¢é reduzido na folha,
confirmando os resultados de Pilbeam e K rkby (10990
Quando as plantas foram submetidas ao tratamenton co
PEG 6000, houve uma pequenalteracdo na proporcado do
NG reduzido nas folhas e raizes. Nas plantas
subnetidas ao estresse lento a maior reducdo na
atividade da enzim ocorreu nas fol has;
aproximadamente 50% enquanto que nas raizes a gé&du
foi de aproximadanmente 30% (Figura 10A) Nas plantas
subnmetidas ao estresse rapido a reducdo na atiwdad
da enzima foi maior nas raizes, 33% em relacdo as
folhas, 25% (Figura 10B). A reducdo na atividade da
redutase doNOs nas raizes pode ter contribuido para
o0 aunmento na concentracdo dbNOry na seiva do xilemn
das plantas submetidas aos estresses (Figura 9). No
entanto, um aunmento correspondente na atividadeidol
da enzima nas plantas tratadas nao foi observado.
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Figura 10. Atividade “in vivo"da redutase do nitrat
em folhas e raizes de plantas de tomate
subnetidas a estresse hidrico lento (A e

rapido (B). Mdias seguidas da nmesm letra
mnuscula indicam ndo diferengca estatistica
entre tratamentos a nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. Letras

mai Usculas referem as partesad plantas.

Ateracgdes nos niveis de nutrientes e,
consequentenmente, no pH da seiva, alterando a dimticao
de ABA entre os varios conpartinmentos e/ou a senkiidade
estomatica para este fitornbnio, pode ser a maneican
0S nutrientes nmdulam o cportanento estomatico. Msno
gue nmnuitas alteragcdes na conposicdo da seiva nadgamse
significativas e especificas o bastante para fumaro
conbp um sinal entre a raiz e a parte aérea da rigtuz
disponibilidade de 4&gua, € possivel que consequ&sci
noduladoas na conmunicagcdo raiparte aérea possam ocorrer
(Gollan etal ., 1992).
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CAPITULO3

SENSIBILIDADE ESTOMATICA AO ABA EM FUNCAO DOS NiVEIS
DE ALGUNS NUTRIENTES NO FLUXO TRANSPIRATORIO

ABSTRACT — To evaluate the stomata sensibility to
abscisic acid (ABA) from xylem sap, plants  of
Lycopersicon esculentum MIl. wvar. Santa Clara were
submtted to water stress induced by PEG 6000 added to
the nutritive solution. The transpiratory rate artde
contents of Ca N3, PQ3 and ABA were evaluated. On
detached leaves was also evaluated the effect ofe th
levels of calcium nitrate and phosphateon the
transpiratory rate and on the stomata sensibility t
exogenous ABA The treatment with PEG 6000 pronotad
increase in the content of ABA € NQ, PQ3in the
sap and reduction in the transpiratory rate. The
increase in the contents of the m® increased the
stomata sensibility for the ABA contained in the I@em
of the intact plants. In detached |eaves, the
concentration of necessary ABA to pronote reduction
the transpiratory rate was 2,5%M The presence of
Ca*2 in the xylem sap stinulatedhe inhibitory effect
of ABA on transpiration. The increase in the conten
of NOsy and Ca? in the immersion solution intensified
the stomata closing induced by ABA

Additional index terms: xylem sap, artificial sap,
root-to-shoot comunication, nitrate, phosphate,
calcium pH

RESUMO - Para avaliar a sensibilidade estomatica ao ABA contido no xilema,
plantas de Lycopersicon esculentum Mill. var. Santa Clara foram submetidas a
estresse hidrico induzido por PEG 6000 adicionado a solu¢do nutritiva. Avaliou-
se a taxa transpiratoria (F) e na seiva xilematica o pH e teores de cdlcio, nitrato,
fosfato e acido abscisico (ABA). Utilizando-se folhas destacadas avaliowse o
efeito dos niveis de célcio, nitrato e fosfato da solucdo de imersdo sobre a taxa



transpiratoria € sobre a sensibilidade estomdtica para ABA exégeno. O
tratamento com PEG 6000 promoveu um aumento nos teores de ABA, célcio,
nitrato ¢ fosfato na seiva e redugdo na taxa transpiratoria. O aumento nos teores

dos ions aumentou a sensibilidade estomatica para o ABA contido no xilema nas
plantas intactas. Em folhas destacadas, a concentragio de ABA necessdria para
promover reducdo na taxa transpiratoria foi 2,5 PUM. A presenga de céalcio no
fluxo transpiratorio estimulou o efeito inibitorio sobre a taxa transpiratoria,
promovido por ABA. O aumento nos teores de nitrato e célcio na solucdo de
imersao intensificou o fechamento estomatico induzido por ABA.

Termos adicionais para indexacao : seiva do xilems,
seiva artificial, comunicacao ratparte aérea,
nitrato, calcio, fosfato, pH

INTRODUCAO

Em condi¢cbes de laboratorio, ha frequentenmente
uma boa correlacdo entre resposta estomatica e rduwne
na concentracdo de acido abscisico (ABA na seiva d

xilema, em plantas subnetidas a déficit hidrico
(Tardieu e Davies, 1993; Thonmpsonet al ., 1997,
Wlkinson et al ., 1998). No entanto, a literatura

descreve que essa correlacdo pode ser facilnmente
guebrada e que, principalmente em condi¢cbes de canp
pode ocorrer uma grande variacéao na abertura
estomatica para um me® nivel de ABA (Schurretal .,

1992; Correia e Pereira, 1995).
Schurr et al . (1992) observaram que plantas de

girassol subnetidas a deficiéncia hidrica exibirama
reducdo na taxa transpiratodoria durante a manha, ndoa
a concentracdo de ABA na seiva drilema foi simlar a
concentracdo na seiva das plantas irrigadas. Em
plantas de mlho crescidas no canpo, a redugao na
condutancia estomatica durante o dia ocorreu nmesno
guando as concentracfes de ABA na seiva do xilemn
decresceu (Tardieu e Davies, 1992)Msnmo em casos em
gque a concentragcdo de ABA aunentou durante o dia,
nenhuma alteracao foi observada na condut ancia



estomatica (Correia e Pereira, 1995). A resposta
estomatica para ABA no xilema parece depender daaho
do dia, a condutancia sendo mais baixa tarde do que
pela manha, para uma nmesm  concentracdo de ABA
(Correia eta ., 1995; 1997). Tardieu e Davies (1992;
1993) propuseram que as respostas estomiticas pdfa
sdo diretanmente afetadas pelo estado hidrico dahd&opl
alterando a sensibilidade dasélulasguarda. Reducbes
muito pequenas no potencial hidrico foliar -0<06
MPa, Thonpson et al ., 1997), val or abaixo do
normal mente experimentado pela planta em seu antéen
de crescimento, sao suficientes para potencializar
resposta para ABA Entretan, uma  variacado na
sensibilidade da condutancia estomatica para unmadada
concentracdo de ABA no xilema, em potenciais hidisc
foliares inalterados, pode ocorrer.

A disponibilidade de nutrientes no neio de
cultivo influencia as respostas estomaticas parBA
(Thonmpson et al ., 1997). De estudos sobre nudangas na
conposicdo de nutrientes e ABA na seiva do xilema d
plantas de girassol submetidas a déficit  hidrico
concluiuse que o pH e as concentracdes de nitrato,
fosfato e ABA da seiva do xilema podem caombuir na
conmunicacao raizparte aérea durante o déficit hidrico
(Gollan etal ., 1992; Schurr etal ., 1992). Ha algumm
evidéncia na literatura de que a reducdo no supniwe
de nitrato aunenta a sensibilidade estomatica paga
ABA (Radin et al ., 1982). Defciéncia de fésforo
promove aumento na concentracdo de ABA no xilema e
reducdo na condutéancia estomatica (Jeschlee al .,
1997).

Qutros estudos nostram que a concentragdo de
calcio na seiva do xilema tanbém pode ser alterada
plantas subnetidas a defiéncia hidrica (Schurr e
Gollan, 1990; Ruiz et al ., 1993; Correia et al .,



1999). Em Lupinus a reducdo na condutancia estonmatica,
ao neio dia, foi associada ao aunento na concendoac
de calcio na seiva xilematica no nmesnmo horario
(Correia etal ., 1999). Ocalcio pode estar envolvido

na regulacdo estomatica conop mensageiro secundarkm
Commelina communis o fechanmento estomatico pronovido

por ABA é precedido por um aumento na concentrac@®
calcio citossélico livre nas célulaguarda (MAnNsh
etal ., 1990).

Se ocorre variabilidade na condutancia estomatica
para um mesno nivel de ABA podee dizer que o ABA
contribui, em parte, para as variacoes no
conportamento estomatico e que variagcbes em outros
constituintes do fluxo transpiratéorio, para um neBsm
nivel de ABA devem ser analisados para explicar a
base dessa variabilidade. Esse estudo foi desenvduv
com oS seguintes objetivos: 1) avaliar a sensibiddd
estomatica ao ABA presente na seiva do xilema, em
funcdo de alteragdes do pH e concentracdes de a@lci
nitrato e fosfato da seiva do xilema em plantas
subrmetidas a estresse hidrico; 2) avaliar o efeidams
niveis de nitrato, cadlcio e fosfato do fluxo
xilematico sobre a resposta estomatica ao ABA exige
em folhas destacadas.

MATERIAL E METODOS

Condicoes de cultivo



O experimento foi conduzido no Departamento de Biologia — Unidade de
Crescimento de Plantas — da Universidade Federal de Vigosa. Plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum L. var. Santa Clara) foram cultivadas em casa-de-
vegetacdo, em vasos contendo 2,5 L de solugdo nutritiva de Hoagland e Amon
(1950), 172 forca, pH 6,5. Cada vaso continha duas plantas. A solugdo era trocada
a cada dois dias e o volume de &gua perdida reposto diariamente com &gua
destilada. As plantas, com idade entre 40-45 dias, contados a partir da data de
semeadura, foram transferidas para sala-de-crescimento com fotoperiodo de 14
horas (com inicio & 8:00 horas) e densidade de fluxo fotossintético (DFF), ao
nivel das plantas, de 500 pmol m s, temperatura entre 20-23 °C e umidade
relativa do ar entre 60-63%, onde todas as avaliagdes foram realizadas. Para
filtrar a radiagdo calorifica das lampadas e evitar o aquecimento das folhas, foi

colocada uma camada de agua corrente entre a fonte de luz e as plantas.

Sensibilidade estomdtica para ABA contido no xilema de plantas inteiras

As avaliagoes de taxa transpiratoria, concentracdes de ABA e nutrientes, e
pH da seiva do xilema de plantas submetidas a estresses hidrico lento e rapido
estdo descritas no Capitulo II. A sensibilidade estomatica ao ABA contido na
seiva do xilema foi calculada de acordo com Schurr et al. (1992), dividindo-se a
taxa transpiratoria (avaliada na 5° folha) pela concentracdo de ABA encontrada
na seiva do xilema do caule, a 5 cm acima do colo da mesma planta. As
alteracdes na sensibilidade estomatica ao ABA foram observadas em funcdo das
variagdes de pH e dos niveis de NOs, Ca? e PO4'3 na seiva do xilema,

decorrentes do estresse.

Efeito do nitrato, fosfato e cdlcio sobre a sensibilidade estomdtica ao ABA
exogeno em folhas destacadas

Para avaliar o efeito da concentragio de NO;, PO, ¢ Ca™ sobre a taxa
transpiratoria de folhas destacadas utilizouwse a seiva artificial de Wilkinson et al.
(1998), em dois pHs (6,0 e 7,0). Os tratamentos compunham de seiva artificial
completa, constituida de 1,0 mM de PO43', 1,0 mM de Ca” e 3,0 mM NOs, seiva
artificial com metade da concentracio de fosfato (0,5 mM PO,”) e nitrato (1,5



mM NO;) e seiva artificial com o ftriplo da concentracdo de calcio (3,0 mM
Ca").

Para analisar a resposta estomatica para ABA exogeno em fungdo dos
niveis de PO,”, Ca” e NO; no fluxo xilemético, & mesmas solugdes acima foi

adicionado 2,5 UM de (&)-cis-trans-ABA sintético (Sigma).

Avaliagdo da taxa transpiratoria

Em todos os tratamentos foi utilizada a quinta folha das plantas mantidas
em sala-de-crescimento. Apds destacadas, imersas em 4guas destilada e
selecionadas para a mesma taxa transpiratoria inicial, as folhas foram
imediatamente imersas nas respectivas solugdes, € a taxa transpiratoria avaliada
0, 0,5 1,5 25, 3,5 ¢ 45 horas apds. As avaliagdes, realizadas na superficie
abaxial das folhas, por ser mais responsiva ao ABA (Correia e Pereira, 1995;
Correia et al., 1999), foram iniciadas entre 8:00 ¢ 9:00 horas e realizadas com um
analisador de gases ao infravermelho portatii (modelo LCA-2, ADC, UK). A
DFF durante as medicdes foi de 600 pmolm” s

Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Cada
valor representa a média de quatro repeticdes, exceto para as andlises de ABA em
que foram utilizadas amostras compostas, resultantes de quatro amostras simples.
Os dados foram submetidos & andlise de varidncia pelo teste F, a nivel de 5% de

probabilidade, sendo a DMS calculada pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO



Sensibilidade estomdtica ao ABA contido na seiva xilemdtica de plantas

estressadas

Na Figura 1 ¢ mostrada a relagdo entre a taxa transpiratoria € a
concentragdo de ABA na seiva do xilema de plantas submetidas a estresse lento e
rapido. Como era esperado, a medida que a concentragdo de ABA na seiva do
xilema aumentou, houve uma reducido na taxa transpiratoria. Nas plantas
submetidas a estresse rapido, essa reducdo foi abrupta quando os niveis de ABA
na seiva estava em tomo de 200 pmol mL’ (Figura 1B), o que corresponde a 4
horas ap6s adi¢ao de PEG 6000 asolugdo de cultivo (Figura 2B - Capitulo 2).

0 50 100 150

. , . 2 -1
Taxa transpiratoria (mmol m ~ s )

0 T T T 1

200 400 600 800

Concentracdo de ABA (pmol mL_l)

Figura 1. Relagdo entre a taxa transpiratoria e a concentracgdo de ABA da seiva
do xilema de plantas de tomate, com 41 dias de idade, submetidas a
estresse hidrico lento (A) e répido (B).



Nas plantas subnetidas a estresse lento, a
reducdo na taxa transpiratdéria ocorreu gradativdeen
com o aunento na concentracdo de ABA na seiva do
xilema (Figura 1A). Redug¢des nataxa transpiratoria
com o aunmento na concentracdo de ABA no fluxo
xilematico foram observadas em varias espécies [&nl
et al ., 1992; Wikinson e Davies, 1997; WIKkinsoret

al ., 1998).

Na Figura 2 ¢€é nostrada a relacdo entre a
sensibilidade estomatica par o ABA contido no xilemn
de plantas subnetidas a estresse rapido e lentose o
teores de N, PQ@3 e Ca2 encontrados na seiva das
mesmas plantas. A sensibilidade estomatica ao ARA f
calculada pela razao entre a taxa transpiratér(g

avaliada na 5° folha e o teor de ABA determnado na

seiva coletada na base do caule (5 cm acima do xolo
da nmesm planta. Um queda na razal® ABA indica

aumento na sensibilidade estomatica ao ABA Comodepo
ser observado, o aumento nos teores de NO P@3 na
seiva do xilema promoveu um aunento na sensibilidade
da taxa transpiratéria para o ABA contido no xilema
(Figura 2). Nas plantas subnmetidas a estresse r@pid
o aunento na sensibilidade estomatica foi gradatiao
medida que as concentracdes desN@ PQ®@3 aunentaam
na seiva.

Nas plantas submetidas a estresse lento, a queda
na razao E/ABA foi mais rapida, indicando que nessa

condicdo, pequenos aunmentos na concentracdo destes
ions na seiva do xilema, principalmente desNOpodem
alterar a resposta estomatica ao ABpresente na
seiva. Em baixas concentracdes de *2Cana seiva, a
sensibilidade estomatica foi reduzida, mas quando a
concentracdo deste ion aumentou na seiva do Xxil eas
plantas subnetidas a estresse réapido, a sensibidéda
ao ABA foi aunmentada. Na seivadas plantas subnetidas



a estresse lento, a concentracdo de calcio nédo foi
alterada. A queda na raza&/ ABA nesse caso, indica
um aumento na sensibilidade estomatica, nao

relacionada a concentracdao de *Cana seiva, a nedida
gue o0 estresse progrediu.

Ao contrdrio dos nutrientes, o aumento no pH da seiva do xilema,
observado nas plantas submetidas a estresse rapido, ndo apresentou qualquer
relagio com a sensibilidade estomatica ao ABA presente na seiva (Figura 3),
embora em pH menos acido da seiva artificial, a taxa transpiratoria de folhas
destacadas foi reduzida (Figura 2, Capitulo 4; Wilkinson e Davies, 1997;
Wilkinson et al., 1998). Por outro lado, resultados de Schurr et al (1992)
mostraram uma reducdo na sensibilidade estomatica ao ABA do xilema a medida

que o pH da seiva tornou-se mais alcalino.
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ESTRESSE RAPIDO ESTRESSE LENTO

Concentragdo de nutrientes (mM)

Relagdo entre a sensibilidade da taxa transpiratoria para o ABA da
seiva do xilema de plantas submetidas a estresse rapido e lento, em
relagio & concentracdes de NO,” (A,D), PO,” (BE) e Ca” (CF) da
seiva do xilema. As concentracdes observadas no eixo das abscissas
representam os teores dos nutrientes nos varios niveis de estresses. As
barras horizontais representam o desvio padrdo da concentracdo de

nutrientes e as verticais, o desvio padrao da sensibilidade estomatica.
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Figura 3. Relacdo entre a sensibilidade da taxa transpiratoria ao ABA da seiva do
xilema de plantas de tomate submetidas a estresse rapido, em relacdo ao
pH da seiva do xilema. As barras horizontais representam o desvio

padrdo do pH e as verticais o desvio padrdo da sensibilidade estomatica.

Os efeitos das alteragoes de pH e composicdo de nutrientes na seiva do
xilema de plantas submetidas a deficiéncia hidrica sobre os estomatos sdo
contraditérios. Schurr et al., (1992) observaram um aumento na sensibilidade
estomatica ao ABA da seiva do xilema 4 medida que aumentaram as
concentragdes de célcio e nitrato na seiva de plantas estressadas. Schurr ef al.
(1992) observaram que a concentragdo de nitrato e célcio na seiva do xilema de
plantas de girassol submetidas a deficiéncia correlacionou positivamente com a
sensibilidade para o ABA contido no xilema. Correia et al. (1999) atribuiram o
declinio na condutincia estomatica, ao meio dia, ao aumento observado na
concentragio de Ca” da seiva xilematica, quando houve uma maior sensibilidade
estomatica para o ABA . Por outro lado, Radin er al, (1982) apresentam
evidéncias de que a redugdo no suprimento de nitrato aumenta a sensibilidade
estomatica para 0 ABA, embora ndo se saiba se esse efeito € mediado pelo pH.

Para Gollan et al ., (1992) e Schurr et al .,

(1992) a reducdo na absorcdo de nitrato pelas raize
em plantas sob déficit hidrico pode contribuir para
aunento observado no pH apoplastico, nessas corgB¢d
A maior quantidad de ABA acunulada no apoplasto em pH
mai s alcalino (Wlkinson et al ., 1998) poderia

justificar a mai or sensibilidade da taxa



transpiratéria ao ABA em baixas concentracfes de
nitrato na seiva do xilema. Plantas deficientes em
nitrato e fosfato (Radinetal ., 1982) e crescidas em

solucbes com baixos niveis de nutrientes (Thonpseain
al ., 1997) apresentaram maior sensibilidade estomatic

para ABA exo6geno. Deficiéncia de fosforo pronmoveu
aunento na concentracdo de ABA no xilema (Jeschie

al., 1997), reducdona condutancia estomatica, maior

sintese de ABA na raiz, além do seu nmior fluxo paa
parte aérea (Jeschketal ., 1997).

Resposta estomética para ABA exdgeno

Na Figura 4 é nostrado o efeito da concentracéao
de ABA exoOgeno, adicionado a seiva artifidia de
Wlkinson et al . (1998), pH 6,0, sobre a taxa

transpiratéria de folhas destacadas. A presenca ABA
promoveu reducdo na taxa transpiratoria, duas horas
apoés a inersdo das fol has, apenas guando sua

concentracdo na solucdo foi de 2,BM Concentracdes
de 0,01 e 0,1uM ndo alteraram a taxa transpiratoria,

mesno ap6s trés horas de inmerséao.

—Oo—oum
——0.011M
—&—,5uM
—— ) 5uM
3 | | 1
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Tempo apo6s imersdo das folhas (h)




Figura 4. Taxa transpiratoriaEf de folhas destacadas

de plantas de tomate ndo estressadas e inersas
em seiva artificial pH 6,0, contelo diferentes
doses de ABA

Heckenberger et al . (1996) e Correia et al

(1999) utilizaram 2,5 e 2,0uM de ABA para que fossem
observadas redugcbes na taxa transpiratoria de f®lha
destacadas de Lupinus e Helianthus annuus ,
respectivanmente. Apesar diss essas concentracdes
estdo nmuito acim da concentragcdo necessaria para
promover a redugdo na taxa transpiratoria em planta
inteiras das referidas espécies.

A concentracdo de ABA determnada na seiva do
xilema de plantas ndo estressadas de tonmate esta na
faixa de nanonolar, e alcangcou um valor maxino de
0,7tM na seiva das plantas submetidas a estresse
rapido, cinco horas ap6s a adicdo de PEG 6000 a
solugcdo de cultivo (Figura 3B, Capitulo 2). Nestas
plantas, a taxa transpiratoria foi reduzida quando
concentragcdo de ABA na seiva era de O0,1pM Em
plantas intactas de girassol, concentracfes na @&aix
de 0,21,0 pM pronoveram redu¢gdes na condutancia
estomatica (Schurr et al ., 1992), os efeitos das
concentragdes variando entre plantas individuaisssd&
mesma concentracdo reduz a condutéancia estomatica

também em plantas intactas déupinus albus (Correia
etal ., 1999).
Correia e Pereira (1995) trataram folhas

destacadas de plantas ndo estressadas com a nmesm
concentracdo de ABA observada na seiva do xilema de
plantas da mesnma espécie e observaram que a redw@ido
condutancia foi nuito maior nas plantas intactas.



Essas observacdes indicam que a sensibilidade
estomatica para ABA é nmmior em plantas intactas,
gqguando conparada a folhas destacadas (Corretal .,

1999) e que plantas intactas devem necessitar de um
menor nivel de ABA para pronover o fechanmento
estomatico. No entanto, considerando que a
concentracdo de ABA conjugado na seiva do xilemadepo
aumentar com o estresse hidrico (Hansen e Dorffling
1999) e ge a met odol ogi a enpregada para a
determnacdo do ABA no presente experinmento analisa
apenas 0 ABA livre, €& possivel que os valores reais
desse fitormbnio na seiva do xilema em plantas
intactas sejam bem maiores que os analisados, etamni
mais ABA seja libeado no apoplasto das células
guarda. Se este for o caso, as grandes diferencas
entre as concentracdes de ABA observadas nas seid@as
plantas intactas e as necessarias para pronmover O
fechamento estomatico nos experimentos em que sao
utilizadas folhas detsacadas ndo devem ser t&do grandes
cono normalmente observadas. Segundo Correen al

(1999), em determnadas horas do dia, uma dada
concentracdo de ABA no fluxo transpiratorio poderte
mesnmo efeito inibitdrio sobre os estébmatos de plast
intactas e de folhas destacadas. Eles consideram que o
aumento na resposta estomatica em plantas intactas
durante o dia estd associado a um aunmento na
sensibilidade estomatica para o ABA carreado no
xilema, situacdo que nao pode ser reproduzida qoand
ABA exodgeno é foracido a folhas destacadas. Portanto,
a concentracdo de ABA encontrada na seiva de planta
intactas e usada para conparar respostas estomitica
com folhas destacadas depende de que fatores estao
afetando a sensibilidade estomatica para o ABA no
nonment o em que a seiva analisada para dados
conparativos €& coletada. Aém disso, a concentragko
ABA foi determnada em ampstras do xilema coletadaa



base do caule, mas o0s estdéomatos respondem para A AB
que chega ao seu sitio de acdo nas célubasrda.
Aumento na aparente responsividade estomatica ao ABA
conduzido no xilema em plantas intactas pode ser
esperado se na rota através do caule e do apoplasto
foliar a seiva é enriquecida com ABA Considerandae
o apoplasto tornase mais alcalino a nmedida que se
distancia da base para o &apice (Schiletal ., 1996),
a liberacdo de ABA para o apoplasto e sua reduzida
absorcdo para o sinplasto s&do esperadas e pode
aunentar a quantidade de ABA que alcanca os estd@smt

Para Heckenbergeret al . (1996) as respostas
contraditérias nos estudos com plantas intactas e
folhas destacadas sé&o baseadas no fato de que nédo a
concentracdo, mms o fluxo de ABA é que regula as
respostas estomaticas. Os autores observaram uma
reducdo de 35% na condutédncia estomatica de girlasso
guando 2,5 puM de ABA foi introduzido para as folhas,
via nervura, condicdo essa que nao alterava o fluxo
Essa reducdo, equivalente a observada por Schutr

al. (1992) na nmesm espécie subnetida a deficiéncia

hidrica, com a nesma concentracdo de ABA na seiVaj
atribuida a manutencdo do fluxo, na netodologia usada
para o fornecinento de ABA

Por outro lado, concentracdes entre 0110 pM e
0,51,0 pM reduziram a condutédncia estomatica em
folhas destacadas delLupinus albus (Correia et al .,
1999) e Prunus persica (Correia e al., 1997),
respectivamente. No prinmeiro caso, o0 pH da solucd®
imersdo foi 6,5, portanto, 0,5 unidades maior quedo
presente experimento, e a concentracdo de calciaaig
a da seiva artificial de WIkinsonet al . (1998).
Aumento na concentrad de calcio e pH do fluxo
xilematico aunmentam a sensibilidade estomaAtica para



ABA em Lycopersicon esculentum e Lupinus albus
(Wlkinson e Davies, 1997; Correiatal ., 1999).

Efeito do nitrato, fosfato e cdlcio sobre a taxa transpiratoria de folhas
destacadas

Na Figura 5 é npbstrada a taxa transpiratoria de
fol has destacadas e imersas em seiva artificial

(WIlkinson etal ., 1998), pH 6,0 e 7,0, contendo 2ZN\b

de ABA e diferentes concentracfes desNOPQ3 e Caz
Independente da concentracdo de nutrient@s seiva
xilematica, as nmaiores reducdes na taxa transpiraao
ocorreram em folhas imersas em solugcdo contendo. ABA
Os efeitos dos ions NBO e PQ®@3 sobre a taxa
transpiratoria foram independentes do pH Ateracbes
nos teores de fosfato (0,5 e 1,0 mV) naafluenciaram

a resposta estomatica para ABA em folhas destacadas
(Figuras 5B e 5E). As reducdes nas taxas
transpiratérias pronovida pelo ABA foram maiores em
folhas imersas em seiva contendo 3,0 mM de 3,NO
quando conparada a seiva contendo 1,0 mM (FiagusA e
5D). Nesse caso, a magni tude de reducao foi
independente do pH Enmbora em pH 7,0 e 3,0 mM de-, NO
a reducdo da taxa transpiratéria tenha ocorrido nmes
na auséncia de ABA cinco horas apo6s a inersao.

Da mesm forma que para o NO o aunento na
concentracdo de Ca na seiva artificial pH 7,0 causou
maiores redugcbes na taxa transpiratdria pronovidas
pelo ABA (Figura 5F). Nesse pH, independente da
presenca de ABA o0 aunmento na concentracdo de*?2 Ca
promoveu uma reducdo na taxa transpiratoria 3,5 alsor
ap6és a inersdo das folhas. Em pH 6,0, uma reduc@o n
taxa transpiratéria de fol has imersas em seiva
contendo ABA ocorreu independente da concentraca® d
Ca*2 na seiva (Figura 5C).



Aunentos e

reducdes nas concentracbes de, NOPQ

3 e Ca?2 na seiva xilemitca podem atuar na nodulacéao
do pH apoplastico e na sensibilidade estomatica ao
ABA
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Figura 5. Efeito dos niveis de NO; (A,D), PO,° (BE) e Ca” (CF) do fluxo

transpiratorio sobre a redugdo da taxa transpiratoria promovida por
ABA (2,54M), em folhas destacadas de tomateiro e imersas em seiva
artificial pH 6,0 e 7,0.



Observagoes de que aumento no suprimento de NO; para plantas intactas
e com folhas destacadas promovem um aumento no pH do apoplasto foliar
(Mengel et al., 1994; Hoffmann e Kosegarten, 1995) podem explicar as maiores
reducdOes na taxa transpiratoria em folhas imersas em solugdo contendo 3,0 mM
de NOj;, em relacdo & imersas em solucdo com 1,0 mM, independente do pH da
solugao.

O calcio é um nmensageiro secundario envolvido na
regulacéao esbématica, sendo que 0 fechamento
estomatico pronovido por ABA é precedido por um
aumento de sua concentracéao nas célubasarda
(MAnNnsh etal ., 1990). O aunento citossoélico nos seus
niveis esta diretamente relacionado com a sua
concentracdo externa, e ambocorrelacionados com o
grau de fechamento estomatico (MAnsét al ., 1995).

A inibicdo na atividade daH-ATPase pronovida pelo
aunento no calcio intracelular (Qu e Su, 1998)
promove um aunmento no pH apopléastico (Fromaedal .,

1995; Patonniereta ., 1999). (MAnNnsheta ., 1990)

ja havia observado, em plantas sob déficit hidricom
aumento no pH apoplédstico associado a um aunento na
concentracdao de calcio citossélico. Aém de inibia
atividade da H-ATPase, o0 aunmento no «calcio livre
citossoélico inatva os canais de influxo de potassio e
ativa canais de efluxo de cloro da membrana
plasmatica, provocando o fechanmento estomatico (Bla
e Grabov, 1997). Sendo assim 0 aunmento na
sensibilidade estomatica observada em plantas ibhaac
(Schurr et al ., 1992) e em folhas destacadas (Figura

5, Ridolfi et a ., 1994) com aumento nos niveis de

calcio do fluxo transpiratério pode ser devido ao

aunento no pH apoplastico. Como o pH nmais alcalino
representa o pH de seiva de plantas estressadassa es

pode ser a forma oo o aunento no nivel de calcio na

seiva xilematica de plantas submetidas ao estresse
hidrico modula o conportanento estomatico.



De Silva et al . (1985) observaram em epidernes
isoladas que, na auséncia de calcio na solucédo, os
estématos foram nmenos sewgis ao ABA Quando folhas
destacadas de tomate foram tratadas com seiva
artificial contendo 2,5 puM de ABA as mmiores reducglbes
na taxa transpiratdria ocorreram na presenca decial
na seiva (Figura 6), quando conparada a seiva sem
calcio. O nmesno tratamgo com potdssio nao causou
qualquer alteracdo no fechanmento estomatico (dachd@®
apresentados), contrariando as observacbes de TBomp
et al . (1997) de que potassio pode anular o efeito
inibitério promovido por ABA ABA e calcio parecem
agir sinergistiamente sobre o fechanento estonmatico,
observacdo esta proposta também por WIinmer e Fricke
(1996).

E (mmol.m'2 .S l)
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Figura 6. Efeito da presenca (1,0 mM) e auséncia de célcio na seiva artificial
sobre a inibigdo da taxa transpiratoria (E), promovida por ABA (2,5

UM).
Apesar dos estudos de CGollaret al . (1992) e
Schurr et al . (1992) nostrando que, juntamente com

nitrato, pH e ABA da seiva do xilema, o fosfato od
contribuir na conmunicacdo ratparte aérea em plantas



durante o déficit hidrico, sua concentracdo na seiv
artificial n&o influenciou as respostas ao ABA em
fol has destacadas de tomateiro, no presente
experimento.

Um vez que algumas deficiéncias associadas ao
déficit hidrico, principalmente de nitrato, alteram
pH da seiva xilematica, esta pode ser unma nmaaeina
gual os nutrientes podem influenciar o conportanent
estomatico emresposta ao ABA (Gollatal ., 1992).
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CAPITULO 4

REGULACAO DA TRANSPIRACAO MEDIANTE A ALTERACAO DO
pH E CONSTITUINTES ORGANICOS DO FLUXO XILEMATICO

ABSTRACT - Using detached tomat o ( Lycopersicon
esculentum MII.) leaves, it was evaluated the effects
of different pH (5,5, 6,5 and 7,5), inmmersion



solutions (nutrient solution 1/2 force, natural sap
and artificial sap), concentrations of the organic

acids mahic, maleic and citric, the amno acids
proline, asparagine, glutam ne, aspartic acid and
glutamc acid, the sugarl cohol s mannit ol and
sorbitol and the polyam ne putrescine on
transpiration. It was also evaluated the effects of

the addition of those practts to the natural sap pH
6,0 and 7,0 on the transpiratory rate. Under growth
chanmber it was observed reduction on stomat al
conductance while transpiration remained constanThe
transpiratory rate decreased as the pH becane nore
alkaline, independent ofthe immersion solution or the
addition of any conposed to the solution. The acids
maleic and citric just pronoted small reductions in
the transpiratory rate when added to the artificial
sap. Wen added to the natural sap pH 6,0 which not
corresponds to thepH of the sap of stressed plants,
none of the acids pronmoted any alteration in the
transpiratory rate. In pH 7,0 that it corresponds t
the pH of the sap of stressed plants, the addition
the malic and citric acids to the sap delayed the
reductions in the transpiratory rate.

Additional index terms : transpiration fluxe, xylem
sap, organics acids, amnoacids, polyamne, sudgar
alchoois.

RESUMO - UWilizando folhas destacadas avali-®e o
efeito de diferentes pH (5,5, 6,5 e 7,5), solucdds
imersdo (solug@ nutritiva % forga, seiva natural e
seiva artificial) e concentracdes dos acidos orgas
malico, maleico e citrico, dos amnoacidos prolina,
asparagina, glutam na, acido aspartico e acido
glutamco, dos acUcareslcoois manitol e sorbitol e
da poliamna putrescina sobre a transpiracdao de
Lycopersicon esculentum MIlI. Foi avaliado tanbém o
efeito da adicdo desses conpostos a seiva naturBd p
6,0 e 7,0 sobre a taxa tanspiratéoria. A -evolucao
diurna das trocas gasosas em plantas crescidas em
sala-de-crescimnto nostrou uma reducdo na condutancia
estomatica, enquanto a taxa transpiratéria nanteee
constante. A taxa transpiratoria@imnuiu a nedida que

o0 pH tornouse mais alcalino, independente da solucgéo
de inersdo usada e da adicdo de qualquer conposto a
solugcdo. Os acidos mmleico e citrico pronoveram agmn
pequenas reducdes na taxa transpiratoria quando
adicionados a seiva artificial. Quando adicionadas
seiva natural pH 6,0, que corresponde ao pH da saeiv
de plantas nado estressadas, nenhum dos &cidosnopeu
gqualquer alteracdo na taxa transpiratoria. Em pH,7,
gue corresponde ao pH da seiva de plantas estressad
a adicdo dos acidos nmaAlico e citrico a seiva
retardaram as reducdes na taxa transpiratoria.



Termos adicionais para indexacio: fluxo transpiratério, 4cidos organicos,
aminodacidos, poliamina, agticares-alcoois.






INTRODUCAO

A reducdo na disponibilidade de agua do solo esta
freqguentenmente associada a alteracgdes na conposigéo
nutrientes, pH < amnoacidos, acidos organicos, ABA
além de outros ompostos da seiva xilematica (Gollan

etal ., 1992, Schurretal ., 1992; Schurr e Schulze,
1995; Bacon et al ., 1998; WIlkinson et al ., 1998;
Correia et al ., 1999; Patonnier et al ., 1999;

Wl kinson, 1999).

Na seiva do xileman de tomateiro, dentre outros,
0os acidos malico, mamleico e citrico e o0os amnoacidos
glutamna, asparagina, &acido aspartico e glutamsaéo
0s encontrados em maiores concentracdes (Bialczyk e
Lechows ki, 1995). Aém de acidos organicos e
am noacidos, conpostos cono manitol, sorbitol
(Patonnie etal ., 1999), poliamnas (Friedmaretal .,
1986; Antognoni et al ., 1998) tanmbém estdo presentes
na seiva do xilema. A concentracdo de conpostos ocom
malato e o manitol aunmenta na seiva do xilema de
algumas espécies sob déficit hidrico (Guicheradal .,
1997, Patonnier et al ., 1999) e influenciam o
conmportanmento estomatico. Quando aplicado em
concentracbdes encontradas na seiva do xilema, nmlat
inibiu a abertura dos estOmatos dEraxinus excelsior
(Patonnier et al ., 1999) e em Vicia faba manit ol
pronoveu reducdo na taxa transpiratéria (Ewerdtal .,
2000). Em 1987, Loescher ja havia nostrado que mahi
atua conmp regulador endégeno em plantas. Qutras
espécies anibnicas conp citrato (Schilétal ., 1996)

e aspartato (Gollanet al ., 1992), -encontradas em
seiva de xilemn, também nostram em diferentes
anplitudes, efeitos inibitérios sobre a condutéancia
estomatica. Dentre os imnoéacidos, a prolina acuwul
durante o estresse hidrico em nuitas espécies e em



Vicia faba promoveu um decréscinmob na condutancia

estordtica (Rajagopal, 1981; Raghavendra e Reddy
1987), enquanto que em Fraxinus  excelsior nao
apresentou qual quer efeito sobre 0s estOémat os
(Patonnier et al ., 1999). Efeitos de prolina e

glutamna sobre os estématos foram tanmbém obserwvado
por Plunmbe e WIInme (1986). Enbora os efeitos das
poliamnas sobre os estématos ndo sejam conhecidas,
aplicacdo de putrescina, via foliar, pronove redoca
na taxa transpiratoria (Todorostal ., 1998).

Midancas significativas na concentracdo desses
conmpostos podem ocorrerno fluxo transpiratério de
plantas estressadas, podendo afetar processos
regulatérios dos estébmatos. Poucos sao os trabalhos
encontrados na literatura sobre a natureza de
substancias quimcas translocadas no xilema e qé® s
potencialnmente capazes de fawer informacdes quanto
a disponibilidade de agua no solo. Com base nisso,
esse trabalho teve conmo objetivo geral investigar o
efeito de alguns conpostos encontrados em seiva do
xilema sobre o fechanmento estomatico. Para isso,
avaliou-se o efeito de diferetes pH e solucbes de
imersao, concentracoes de acidos organicos,
am noacidos, acuUcarealco6ois e poliamna, sobre a
taxa transpiratéoria de folhas destacadas e inmersas
seiva artificial. Aém disso, avaliosse também o
efeito desses conpostos sobre a @&axranspiratoéria,
guando adicionados a seiva natural.



MATERIAL E METODOS

Condicgoes de cultivo

O experimento foi conduzido no Departamento de Biologia — Unidade de
Crescimento de Plantas — da Universidade Federal de Vigosa. Sementes de
tomate (Lycopersicon esculentum L. var. Santa Clara) foram germinadas em areia
e apés 18-20 dias as plantulas foram transferidas para vasos contendo 2,5 L de
solucdo nutritiva de Hoagland e Amon (1950), 1/2 for¢a, pH 6,5, com sistema de
aeracdo, ¢ martidas em casa-de-vegetacdo. Cada vaso continha duas plantas. A
solugdo era trocada a cada dois dias e o volume de 4gua perdido reposto
diariamente com agua destilada.

Uma semana antes das avaliagdes, plantas com aproximadamente 40 dias
de idade, contados a partir da semeadura, foram transferidas para sala de
crescimento com fotoperiodo de 14 horas (com inicio & 8:00 horas), densidade
de fluxo fotossintético (DFF), ao nivel das plantas, de 500 pmol m s,
temperatura entre 20-23°C e umidade relativa do ar entre 60-63%. Durante as
avaliagdes, a DFF foi de 600 pmol de fotons mi° s”, a nivel das folhas avaliadas.
Para filtrar a radiacdo calorifica das lampadas e evitar o aquecimento das folhas,

foi colocada uma camada de 4gua corrente entre a fonte de luz e as plantas.



Efeito do pH e de solucgoes de imersdo sobre a taxa transpiratoria

Foram utilizadas trés solugdes de imersdo: solucdo nutritiva de Hoagland
> forca, seiva artificial de Wilkinson et al. (1998) e seiva natural. A solugdo
nutritiva de Hoagland, 2 forga, constituiu-se de: 3,0 mM de KNO;, 2,0 mM de
CaNO;, 1,0 mM de MgSO, e 0,5 mM de NHH,PO, A seiva attificial de
Wilkinson et al. (1998) constituir-se de 3,0 mM de KNOs;, 1,0 mM de CaCl, 1,0
mM de KHPO,, 1,0 mM de K,HPO,, 0,1 mM de MgSO,4 e 0,1 mM & MnSO,.
A composicdo da seiva natural exsudada do caule a Scm do colo da planta e
analisada & 9:00 horas continha 1,6 mM de NO5, 15 mM de K', 3,0 mM de
Ca”, 1,1 mM de Mg"”, 0,32 mM de SO,, 1,27 mM de NH,” e 0,78 mM de PO,.
O pH das solugdes foram ajustados para 5,5, 6,5 ¢ 7,5 com NaOH ou HCL A

composi¢ao de nutriente das trés solugdes ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1- Composicdo de nutrientes (mM), relagdo cations/anions (C/A) e forga

i6nica (FI) das trés solugdes de imersdo usadas.

Ca’| K [Mg°| NH, [NOs| PO, | SO4 | C/A| FI*

Seiva natural 3,0 15 1,1 1,27 1,6 | 0,78 | 0,32 | 7,54 | 223

Sol. Nutritiva 20 { 30 | 1,0 0,50 { 50 | 0,50 | 0,50 | 1,0 | 12,75

Seiva artificial O | 60 | 01 3,0 2,0 02 | LL12| 158

*FI= somatoria da concentragdo dos ions multiplicada por suas cargas ao quadrado

Efeito da concentracdo de compostos orgdnicos sobre a taxa transpiratoria

Avaliorse o efeito de diferentes concentragdes de alguns compostos
organicos presentes em seiva do xilema, sobre a taxa transpiratoria. Para isso, a
seiva artificial (Wilkinson et al., 1998), pH 6,0, foram adicionados os compostos

nas concentragdes especificadas na tabela seguinte.

Tabela 2. Compostos organicos adicionados a seiva artificial de Wilkinson et al.
(1998) pH 6,0.

Compostos Concentragdes

Acidos: (mM)




Malico 0,5, 1,0,2,0

Maleico 0,5, 1,0,2,0
Citrico 0,5, 1,0, 2,0
Aminoacidos:

Prolina (mM) 5,0, 10,20
Asparagina (UM) 200, 250, 300
Acido glutamico (M) 200, 250, 300
Glutamina (UM) 250, 300, 350
Acido aspartico (UM) 100, 150, 200
Acucares-alcoois:

Manitol (mM) 5,0,10
Sorbitol (mM) 5,0,10
Poliamina:

Putrescina (UM) 10

Exceto para manitol, sorbitol e putrescina, as demais concentragdes foram
baseadas no estudo de Bialczyk e Lechowski (1995), sobre a composi¢do da
seiva xilematica de tommteiro cultivado em solugdo nutritiva. O pH da solugdo de
imersdo correspondeu a faixa do observado na seiva xilematica das plantas, na
ocasido em que foi desenvolvido o experimento.

Efeito da adicdo de compostos organicos a seiva natural sobre a taxa
transpiratoria

A seiva natural adicionowse os 4cidos malico, maleico, citrico, aspartico e
gluthmico, asparagina e glutamina. Os dados apresentados referem & maiores
concentracoes para cada composto, dentre as listadas na tabela 2. Os pHs foram
ajustados para 6,0 ¢ 7,0 com NaOH ou HCl. O ultimo correspondendo ao pH da
seiva do xilema de plantas de tomate submetidas a deficiéncia hidrica (Wilkinson
et al., 1998).

Condicoes de avaliacdo
Os experimentos foram realizados em plantas com idade entre 40-45 dias
(apés a semeadura), ou folhas destacadas dessas plantas. As folhas (quinta folha)



foram destacadas no inicio da manhd e seus peciolos imediatamente imersos em
agua destilada. Apods selecionadas para uma mesma taxa transpiratoria inicial, as
folhas foram transferidas para as solugdes de imersdo. Tempos apds a imersdao
das folhas foram realizadas as avaliagdes da taxa transpiratoria (£) na superficie
abaxial da folha, com um analisador de gases ao infravermelho portitl modelo
LCA-2 (ADC, UK). Os experimentos iniciavamrse uma hora apds inicio do
fotoperiodo. Cada dado representa a média de quatro repeticdes, e em alguns
casos, 0 experimento foi repetido, com resultados similares. Para cada repeticdo
foram utilizados 20 mL de seiva natural e 25 mL de seciva artificial ou de solucdo
nutritiva. Apenas um composto foi analisado por dia. A DFF durante as medigdes

1

foi de 600 pmol m’ s'. O potencial osmético das solugdes de imersio foi
avaliado logo apds a adicdo de cada composto, com um osmometro (OSMETTE,

modelo 2007).

Coleta e andlise da seiva do xilema

Para a coleta da sciva foi feita uma excisio no caule acima da primeira
folha definitiva, a Scm acima do colo, lavando-se o corte com d4gua destilada,
para evitar possiveis contaminagdes da seiva com substancias contidas no suco
das células rompidas durante a excisdo. A seiva exsudada foi coletada durante
duas horas, sempre pela manhd, e imediatamente armazenada a -20°C at¢ a
utilizagio. As concentragdes de Ca™’, Mg™” ¢ K’ da seiva foram analisadas por
espectrofotometra de absor¢do atdmica e de chama. As concentracoes de NO;,
PO4'3, NH," e SO, foram determinadas espectrofometricamente, conforme as
metodologias de Cataldo et al. (1975), Lindeman (1958), MacCulough (1967) e
Malavolta et al. (1989), respectivamente.

Andlise estatistica

O  delineamento  experimental utilizado foi  inteiramente  casualizado.
Todos os tratamentos compunham de pelo menos quatro repeticoes. Os dados
foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, a nivel de 5% de
probabilidade, sendo calculada a diferenca minima significativa pelo teste de
Tukey.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Variagoes diurnas da transpiracdo e condutdincia estomdtica

Na Figura 1 s3o apresentadas as variagdes diurnas da transpiracdo e
condutdncia estomatica de plantas intactas mantidas em  sala-de-crescimento,
uma semana antes da avaliagdo. A condutincia estomdtica mostrou um padrdo
tipico, com os maiores valores no inicio da manhd, que correspondia & primeiras
horas de iluminagdo, diminuindo a partir dai. Por ouro lado, a taxa transpiratoria
manteve-se constante durante o periodo. A condutincia estomatica e transpiracdo
sao fortemente influenciadas por fatores do ambiente como a radiacdo e o déficit
de pressio de vapor entre a atmosfera e a folha (DPV) (Cascardo et al., 1993).

Apesar de apresentar uma forte dependéncia desses fatores, a condutancia



estomatica estd sujeita também a regulacdo endogena (Correia et al, 1997;
Kaiser e Kappen, 1997), o que pode ser visto pela reducdo nos seus valores,
observada durante o periodo (de 9:00 & 17:00 horas), apesar da avaliagdo ter
sido conduzida em sala-de-crescimento, com condicOes ambientais constantes. A
taxa transpiratoria, por ser mais influenciada pelo DPV, permaneceu constante
durante todo o periodo de avaliagdo. Por esse motivo, 0 movimento estomatico
em resposta aos varios estimulos (tratamentos), neste e nos demais capitulos, foi
avaliado pelas alteragdes observadas nas taxas transpiratorias. Além disso, em
relacilo a condutdncia estomdtica, a taxa transpiratdria apresentou menores

coeficientes de variagdo. A correlacdo entre as duas variaveis foi linear com um

R’ =0,83 (Figura 2).
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Figura 1. Evolugdo diuma da taxa transpiratoria e da condutincia estomatica de
plantas intactas de tomateiro, com 43 dias de idade, mantidas por uma
semana em sala-de-crescimento (DFF 500 pmol m” s”, temperatura
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das folhas avaliadas foi de 600 pmol mi” s”. O inicio do experimento

corresponde a uma hora apds iluminacdo das plantas.

Figura 2. Correlagdo entre a condutincia estomatica e a transpiracdo de plantas
intactas de tomateiro, com idade entre 42-45 dias, avaliadas em todos
os experimentos do presente capitulo. A DFF a nivel das folhas
avaliadas foi de 600 pmol m™s™,

Efeito do pH e das solucoes de imersdo sobre a taxa transpiratoria (E)

Nesse experimento comparou-se o efeito de trés pHs (5,5, 6,5 ¢ 7,5) e de
trés solugdes de imersdo (solugdo nutritiva, seiva artificial e seiva natural) sobre a
taxa transpiratoria de folhas destacadas de tomate. Os resultados da Figura 3A
mostram que ndo houve diferencas significativas entre a taxa transpiratoria de
plantas intactas e a de folhas destacadas e imersas em solugdo nutritiva pH 6,0
(Figura 3A). Esses resultados mostram que as solugdes por si ndo causaram
efeito inibitdrio sobre os estdmatos no periodo em que duraram as avaliagdes (7
horas). O mesmo pode ser afirmado para o fato de utilizar folhas destacadas.
Nesse caso, os resultados s3o contrarios aos de outros autores (Patonnier et al.,
1999) que observaram reducdes de at¢ 30% na abertura estomatica de folhas
destacadas, quando comparadas a folhas de plantas intactas.

Até uma hora apds a imersdo das folhas ndo havia qualquer efeito dos pHs
da solucoes de imersdo sobre E. Nas folhas imersas em solucdo nutritiva esse
tempo foi mais prolongado (2,5 horas). Por esse motivo, os valores sdo
apresentados nos graficos a partir de uma hora de imersio. Como pode ser
observado, as folhas imersas em solugdes com pH 7,5 apresentaram as maiores
redugdes em E, independente da solucdo de imersio usada. No entanto, a
amplitude e o tempo de reducdo de E variaram entre as solugdes. Em pH 7.5, trés
horas apds a imersdo, a reducdo em £ foi maior e mais rdpida nas folhas imersas

nas seivas natural e artificial; em tomo de 40% e 54%, respectivamente, em



relagio ao valor inicial (Figuras 3B, 3D). Nas folhas imersas em solugdo
nutritiva, a reducdo foi de apenas 20% do valor inicial e somente apds 5 horas de
irersdo (Figura 3C).

Nas trés solugdes ndo houve diferenca estatistica, ao nivel de 5% de
probabilidade, entre as taxas transpiratorias das folhas imersas em solugdes de
pH 55 e 6,5, embora tenha havido uma tendéncia de queda nas folhas imersas
em seiva natural nesses pHs, no final do periodo de avaliacdo. As folhas imersas
em pH 7,5 mostraramrse levemente flacidas no final do experimento. Na imersdo
em seiva artificial esse comportamento foi mais acentuado e as folhas
apresentaram-se totalmente murchas, apos quatro horas de avaliagdo, impedindo
avaliagdes posteriores. O teor relativo de agua avaliado nessas folhas foi de 61%,

contra 97% das folhas imersas nas solugdes de pHs 5,5 € 6,5.
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Figura 3. Efeito do pH das trés solugdes de imersdo sobre a taxa transpiratdria de
folhas destacadas de plantas intactas de tomateiro com 42 dias de



idade. As mesmas avaliagoes realizadas em folhas destacadas foram
acompanhadas em folhas de plantas intactas (A). SN = Solugdo

nutritiva.

Para eliminar os efeitos do pH das solucdes sobre a perda de turgescéncia
e, consequentemente, sobre o fechamento estomatico, foi realizado um
experimento preliminar com folhas imersas em seiva natural e artificial em pHs
variando de 5,5 (minimo encontrado na seiva do xilema dessa espécie durante um
ano de avaliagdio — Capitulo 1) a 7,5 (observado na seiva do xilema de algumas
espécies submetidas a deficiéncia hidrica). Em valores de pH menores que 7,0,
ndo foi observada reducdo no teor relativo de 4gua, em relagdo a plantas intactas
(dados ndo apresentados). Por isso, esse valor de pH foi estabelecido como o
maximo para ser usado nos experimentos posteriores.

Wilkinson e Davies (1997) mostraram que a imersdo de folhas destacadas
em seiva artificial pH 7,0, comparado ao pH 6,0, promoveu uma redugdo na taxa
transpiratoria de at¢ 50% em Commelina communis. Redugdes de E em pH
alcalino foram observadas também em Lycopsersicon esculentum (Thompson et
al, 1997) e Lupinus (Correia et al., 1999). Em todos os casos, essas reducoes
ocorreram em concentragdes de ABA equivalentes & encontradas na seiva do
xilema de plantas ndo estressadas, que normalmente ndo afetam £ (0,01 mmol m
em C. communis e L esculentum). FEsse comportamento confirma as
observacdes de outros autores de que os estdmatos podem fechar antes do inicio
da sintese de ABA na raiz ou parte aérea, ou mesmo antes do aumento de sua
concentragdo na seiva do xilema (Thompson ef al., 1997).

ABA ndo foi adicionado & solugdes de imersdo usadas. O pH da seiva
natural, coletada do xilema de plantas ndo estressadas, estava em tormo de 6,2, ¢ a
concentracio de ABA analisada na mesma sciva, em tomo de 0,05 mmol ni’
(Capitulo 2). Como a seiva xilematica reflete, em parte, o meio apoplastico, o pH
menos dacidos das solugdes de imersdo do presente trabalho foi usado para
simular o aumento no pH apoplastico (analisado na seiva xilematica) que

normalmente  ocorre  quando plantas sdo submetidas & deficiéncia  hidrica



(Hartung e Radin, 1989); Wilkinson e Davies, 1997; Correia et al., 1999). O
acimulo de ABA ocore em compartimentos mais alcalinos (Wilkinson et al.,
1998), e seu papel na regulacdo estomatica ¢ importante mesmo em plantas
cultivadas em condigdes hidricas normais (Thompson et al., 1998). Considerando
esses fatos, a redugdo na taxa transpiratoria @ medida que o pH das solugdes de
imersao tornaram-se mais alcalinos  justifica-se, possivelmente, pelo
impedimento da absor¢gdo do ABA ja presente na seiva natural € no apoplasto das
folhas (no caso da imersdo em seiva natural), ou apenas no apoplasto das folhas
(no caso da imersio em seiva artificial e solugdo nutritiva) para o simplasto das
células do mesofilo e da epiderme. O pH mais alcalino da seiva pode ter
promovido, portanto, a manutencdo e/ou acimulo de ABA no apoplasto. Isso
pode ter permitido que concentragdes de ABA suficientes para promover o
fechamento estomdtico tenham chegado ao apoplasto das células-guarda, via
fluxo transpiratorio. Em epidermes isoladas, concentragdes de ABA na faixa de
nM sdo suficientes para promover o fechamento estomético (Cousson e
Vavasseur, 1998; Cousson, 1999). Esse comportamento € possivel, ao considerar
que, em pH na faixa de valores encontrados no apoplasto de plantas estressadas,
tanto a difusdo quanto a absor¢do de ABA, mediada por proteinas carreadoras,
para o simplasto das células da epiderme e do mesofilo sdo reduzidas (Wilkinson
e Davies, 1997). Além disso, segundo os mesmos autores, o conteudo de ABA
nas folhas ¢ maior em folhas destacadas transpirando em pH 7,0, em relacio ao
pH 6,0, o que pode indicar uma reducdo no seu metabolismo ou no seu transporte
via floema (Zhang et al., 1997). Alternativamente, o pH por si pode causar
mudangas no estado hidrico da folha, alterando o comportamento estomatico. E
possivel que pHs muito alcalinos possam agir também como um sinal hidrdulico
para o fechamento estomatico (Wilkinson et al, 1998). A reducdo no teor de
agua da folha observado em pH 7.5 pode ter reduzido a turgescéncia das células-
guarda ou aumentado a sensibilidade das células-guarda para o ABA ja presente
(Tardieu e Davies, 1993). A redugdo no turgor pode também ter estimulado a
sintese de ABA na folha (Hartung et al., 1998), promovendo maiores redugdes de
E nos pHs mais alcalinos. Dessa forma, existe a possibilidade que nas folhas

destacadas e imersas nas solugdes com pH 7,5, este tenha agido duplamente



como um sinalizador: um mediado pelas relagdes hidricas da folha e outro pela
alteracdo na distribuicdio do ABA. Acredita-se que em plantas intactas apenas o
ABA seja importante como sinalizador (Wilkinson e Davies, 1997).

A perda de turgescéncia pareceu estar associada ao pH alcalino e ndo ao
fato de utilizar seiva natural como solucdo de imersdo, uma vez que a murcha
ocorreu apenas em folhas imersas nas solugoes de pH 7,5 e foi maior nas folhas
imersas em seiva artificial. Esse fato nos leva a inferir que outros componentes
que constituiam as solugoes de imersdo, além do pH, devem ter influenciado o
estado hidrico da folha, contrariando a colocagio de Munns e King (1988), para
os quais a coleta de seiva e seu fornecimento de volta para a folha, via imersdo
do peciolo, resulta em bloqueio do xilema, estimulando o fechamento estomatico
devido a perda de turgescéncia das células-guarda (Zhang e Davies, 1991).

Além das alteragdes no estado hidrico foliar, observadas no pH mais
alcalino, as diferencas temporais € na amplitude de reducdo de FE, observadas
entre as solucoes de imersdo usadas, podem estar associadas a alteragdes na
sensibilidade estomatica para o ABA apoplastico em funcdo das alteragdes na
composicdo do fluxo tanspiratério, isto ¢, nas diferencas de composicdo de
nutrientes da solugdo nutritiva, da seciva natural ¢ da seciva artificial. Alteragdes na
sensibilidade estomatica para o ABA transportado no xilema ja foram observadas
em fungdo, por exemplo, dos niveis de nitrato (Gollan et al., 1992), fosfato
(Jeschke et al., 1997), e célcio (Ruiz et al., 1993; Correia et al., 1999) da seiva
xilematica e de seivas artificiais. A concentracio de K' analisada na sciva natural
fo 25 e 5 vezes maior que a da seiva attificial e solugdo nutritiva,
respectivamente, o que contribuiu para uma razdo entre a soma de cations e de
anions aproximadamente sete vezes maior nessa seiva, resultando na alteracdo da
forga i6nica das solugdes (Tabela 1). Muitas enzimas e sistemas biologicos
apresentam atividade Otima sob algumas condigdes fisiologicas que incluem uma
constancia relativa de pH e forga i6nica (Beynon e Easterby, 1996).

Embora a concentragdo individual de ions tenha sido diferente, a
propor¢ao cations/anions foi quase a mesma na seiva artificial e na solugdo
nutritiva ' forca. As diferencas nas concentragdes de Ca’, NO; e PO,

nutrientes  citados na literatura como capazes de influenciar as respostas



estomaticas para o ABA (Gollan et al., 1992; Ruiz et al., 1993; Jeschke et al.,
1997, Correia et al., 1999), podem ter influenciado as respostas estomaticas.
Além disso, a alteracdio no pH em funcdo de wvariagdo na concentragdo de
nutrientes pode ser a forma como os nutrientes afetam o comportamento
estomatico. Esse efeito ndo pode ser inferido no presente experimento, uma vez

que os pHs foram ajustados.

Efeito dos dcidos orgdnicos sobre a taxa transpiratoria

Num primeiro experimento buscouse avaliar os efeitos da concentracio dos
acidos malico, maleico e citrico sobre a taxa transpiratoria. As
concentracoes usadas foram baseadas na composi¢io da seiva xilematica
de tomateiro, segundo Bialczyk e Lechowski (1995). Para isso, utilizouse
como solucdo de imersdo a seiva artificial de Wilkinson e al. (1998). Os
resultados apresentados na Figura 4 mostram que, quando adicionado a
seiva artificial, o acido malico ndo afetou a taxa transpiratoria, enquanto
os acidos maleico e citrico promoveram apenas pequenas reducdes,
quando comparados ao controle (sem a adi¢ao de acido).

Na seiva do xilema de tomate os acidos malico, maleico e citrico sao
0s que se encontram em maiores concentracoes (Bialczyk e Lechowski,
1995). A concentracio de malato pode aumentar na seiva do xilema de
algumas espécies quando submetidas a deficiéncia hidrica (Patonnier et
al., 1999), e alterar o comportamento estomatico. Simulando o efeito da
deficiéncia hidrica sobre a concentracio de compostos orginicos na seiva
do xilema, os acidos malico, maleico e citrico foram adicionados a seiva
natural para uma concentracio final de 2,0 mM. As seivas foram
coletadas de plantas nao estressadas e os pHs ajustados para 6,0 e 7,0
(Figura 5). Em pH 6.0, que corresponde ao pH da seiva de plantas nao
estressadas, nenhum dos acidos promoveu qualquer alteracio em E. Por
outro lado, em pH 7,0, usado para simular o aumento do pH da seiva de
algumas espécies quando sao submetidas a deficiéncia hidrica, a adi¢do do
acido malico a seiva retardou as reducées de E. No tratamento controle

(sem acido), E reduziu 2,5 horas apés a imersiao das folhas nas solucdes,



enquanto que na presenca de acido malico essa reducio ocorreu apenas
quatro horas apdés a imersio, atingindo os mesmos valores do controle no
final do periodo de avaliacio. Nesse mesmo pH, na presenca de acido
citricoo £ manteve-se constante durante todo o periodo, enquanto que na

sua auséncia E reduziu a partir de 2,5 horas de imersao das folhas.
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Figura 4. Efeito dos &cidos organicos mdlico (2,0 mM), maleico (2,0 mM) e
citrico (2,0 mM), adicionados a seiva artificial pH 6,0, sobre a taxa

. , . -2 -1
Taxa transpiratéoria (mmolm™ s )

transpiratoria de folhas destacadas de tomate.

—0—pH 6,0
—_@—pH 6,0 + Acido Malico

_D_pH 7,0
+pH 7,0 + Acido Malico

0 T T T
4
3
2 4
1 4
—o—pH 6,0
—_@—pH 6,0 + Acido Maleico
0 T T T T
4
3 3
2 4
1 A
—o—pH 6,0
_@ _pH 6,0 + Acido Citrico
0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5

E
——pH 7,0
—m pH 7,0+ Acido Maleico
T T T T 1
F
_D_pH 7,0
—@—pH 7.0 + Acido Citrico
T T T T 1
1 2 3 4 5

Tempo apos imersdo das folhas nas solugdes (h)



Figura 5. Efeito dos 4cidos madlico (2,0 mM), maleico (2,0 mM) e citrico (2,0
mM), adicionados a seiva natural pH 6,0 (A,B,C) ¢ 7,0 (D,EF), sobre

a taxa transpiratoria em folhas destacadas de tomate.

As maiores reducoes em E em pH 7,0, usado para simular o
aumento no pH de seiva de plantas estressadas, ja era esperada e as
causas incluem algumas proposicoes ja citadas, como a alteracio na
distribuicio de ABA entre os varios compartimentos celulares,
permitindo que wuma maior quantidade desse hormonio alcance o
apoplasto das células-guarda (Wilkinson et al, 1997). A inibicio na
reducio da taxa transpiratoria promovida pelos acidos malico e citrico ¢
um comportamento contrario ao observado por Patonnier er al. (1999).
Trabalhando com Fraxinus excelsior, uma espécie considerada tolerante
ao défice hidrico, esses autores observaram que a resposta estomatica
para diferentes concentracées de malato e citrato exogenos, adicionados
ao fluxo transpiratério, mostraram, em diferentes amplitudes, um efeito
inibitorio sobre a condutincia estomatica, sendo ainda mais efetivos como
sais, principalmente o de potassio, em relacio ao de sodio. Os acidos
foram adicionados a seiva natural que ja continha, além de outros
constituintes, uma grande quantidade de potassio (Tabela 1). Em sendo
esses acidos carboxilicos, e com pKa entre 3,84,74 (citrico), 3,4-5,1
(malico) e 1,8-6,7 (maleico), no pH 7,0 usado, encontravam-se presentes,
provavelmente, na forma de sais (Martinoia e Rentsch, 1994), associados
aos ions presentes na seiva, ou como ésteres, com suas cargas negativas
livres. A presenca predominante de uma forma ou outra depende do
balanco de nutrientes. A concentracio predominante de K  na seiva
natural (Tabela 1) pode ter favorecido a presenca dos acidos na forma de
sais de K.

A solucio de imersio de Patonnier constituia apenas de agua
destilada contendo o composto referido, com pH ajustado para 6,25,
portanto, uma composicio mais proxima da seiva artificial usada no

presente experimento, que, além dos acidos, continha outros ions minerais



(Tabela 1). A seiva natural, por sua vez, contém, além de ABA, inumeros
constituintes desconhecidos e as interacdoes com os compostos adicionados
podem ser as mais variadas, interferindo na sensibilidade estomatica para
esse fitormonio. Isso torna-se mais provavel quando se observa que,
mesmo em pH 6,0, os acidos nido afetaram a taxa transpiratoria, quando
foram adicionados a seiva natural (Figura 5- lado esquerdo da figura).

Em folhas destacadas de Fraxinus Excelsior, 0,5-3,0 mM de malato
adicionados ao fluxo transpiratorio, concentracio correspondente a
encontrada na seiva do xilema de plantas estressadas, inibiu a abertura
estomatica (Patonnier ef al., 1999). Outras espécies anionicas como citrato
e aspartato, também encontradas em seiva do xilema de outras espécies
(Gollan et al. 1992; Schill et al., 1996), mostraram, em diferentes
amplitudes, efeito inibitério sobre a condutincia estomatica. O mesmo
efeito para o acido aspartico nao foi observado no presente trabalho.

Segundo Hedrich e Mrten (1993) e Hedricét al

(1994) o aunmento nos niveis de mamlato no apoplasto
circundante as célulaguarda pode afetar processos
regulatérios do nmovinento estomatico, seja por nedo

aumrento na pressdo osndtica, ou via processos nmis
especificos. Mlato altera as propriedades de canai
anionicos dependentes de voltagem presentes nas

células-guarda, aumentando a liberagcdo de anions
enddgenos, o0 que, ericiafaba , resulta no fechanmento
estomatico (Hedrichetal ., 1994).

As observacdes de que nmalato apoplastico regula
canais ani énicos nas célulaguarda aumentam o
guestionanento se 0s niveis deste conposto no
apoplasto estdo sujeitos a nodulacao. O efeito
inibitério de espécies organicasanibnicas sobre a
condutancia estomhatica parece ser dependente dagacar
da molécula (Patonnieret al ., 1999). Conp sugerido
por esses autores, a presenca de cargas negativas n
apoplasto que circunda as célulasarda pode inativar
parcialmente al guns commentes inportantes na



menbrana plasmatica. Uma possibilidade, nesse caso,
seria a inativagdo dos canais de entrada de pot@assi
gque operam em potenciais mais negativos qugd0 n\V.
Aém disso, a despolarizacdo da nenbrana plasmatica
pode estabelecer um gdaente, permtindo o efluxo de
potassio (Schroederet al ., 1987). Aternativanente,

os acidos organicos podem alterar o conportanmento
estomatico via a alteracdo do pH apopléstico (Sdhil
et al ., 1996), o0 que resultaria em alteracdo na

distribuicdo de ABAe de outros conponentes da seiva
do xilema. Segundo PrinRutra e Botton (1998), a
presenca dos &cidos organicos no xilema pode exerce
uma inmportante funcdo em manter baixo o pH necessa
para manter o0s amnoacidos conmo conpostos neutros e
assimaunentara velocidade de transporte.

Efeito de aminodcidos sobre a taxa transpiratoria

Os efeitos das concentracdes dos acidos glutimico e aspartico, da
prolina, da asparagina e da glutamina, adicionados a seiva artificial,
sobre E sio mostrados na Figura 6. Dentre esses aminoicidos, apenas o
acido glutimico promoveu uma reducio crescente em E (Figura 6A).

O comportamento em relacio a prolina foi contrario ao observado por
Rajagopal (1981), onde prolina, aplicada em concentracdes entre 5-10
mM em folhas destacadas de V. faba, aumentou a resisténcia estomatica.
Comportamento semelhante, mas numa magnitude bem menor, foi
observado por Plumbe e Willmer (1986), em epidermes isoladas de C.

communis. Para os ultimos autores, a baixa concentracio usada (0,1mM)



pode ter sido a causa do resultado. Patonnier ef al. (1999) niao observaram
efeito da prolina sobre os estomatos.

Apesar das observaches de que prolina e glutamina acumulam em grandes
quantidades em tecidos de plantas estressadas e participam do
ajustamento osmotico, esses aminoacidos podem nao afetar diretamente
processos nas células-guarda, relacionados ao fechamento estomatico. No
entanto, Klein e Itai (1989), estudando o papel da prolina na regulacio do
movimento estomatico, mostraram que ela parece estar envolvida na
recuperacio da abertura estomatica apds o estresse.

Quando adicionados a seiva natural, pH 6,0,
nenhum dos am noéacidos influenciou a taxa
transpiratéria (Figura 7). Em seiva pH 7,0, apenas
acido glutamco promoveu uma reducdo eBm o nesno
efeito sendo observado quando da sua adicdo emaseiv
artificial pH 6,0 (Figura 6). Os resultados em rekba
ao acido aspartico contrariam os de Patonnier al
(1999), cuja adicdo no fluxo transpiratério pronmove
uma reducdo na condutéancia estomatica Femxcelsior
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Figura 6. Efeito dos &cidos glutimico (300 pM) e aspartico (200 M),
prolina (20 mM), asparagina (300 UM) e glutamina (350 M),
adicionados a seiva artificial pH 6,0, sobre a taxa transpiratoria

em folhas destacadas de tomate.
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Figura 7. Efeito dos acidos aspartico (200 pM), glutamico (300 M), da
glutamina (350 UM) e da asparagina (300 pM) adicionados a seiva
natural, pH 6,0 e 7,0, sobre a taxa transpiratoria em folhas destacadas

de tomate.

Efeito de agticares-alcoois sobre a taxa transpiratoria
Enbora ndo haja na literatura nmencdo da presenca

de manitol e sorbitol em seiva de xilema de tonat®i
a utilizacdo foi atribuida ao fato da concentracée
manitol aumentar na seiva do xilema de plantas He

excelsior quando submetdas a deficiéncia hidrica
(Patonnier et al ., 1999) e alterar a t axa
transpiratdria em Vicia faba (Ewert et al ., 2000).

Quando adicionados a seiva artificial, manit ol e

sorbitol ndo apresentaram efeitos significativos bs®
a transpiracdao de folhas destaead de tomate (Figura

8). Por outro lado, quando adicionados a seiva



natural, para uma concentracao final de 10 nmM rieohi
pronmoveu uma reducdo na taxa transpiratéria em po 6
e 7,0 (Figura 9). Na mesma seiva, sorbitol néo
influenciou a taxa transpiratéai em pH 6,0, ms, ao
contrario de manitol, inpediu a reducdo dE quando

as folhas foramimersas em pH 7, 0.
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Figura 8. Efeito dos aglcares-alcoois manitol (10 mM) e sorbitol (10 mM),
adicionados a seiva artificial, pH 6,0, sobre a taxa transpiratoria, em

folhas destacadas de tomate.

Tem sido mostrado que manitol atua como regulador endogeno em plantas
(Loescher, 1987), participa do ajustamento osmoético em plantas sob déficit
hidrico (Karakas et al., 1997) e atua como osmoprotetor (Shen et al., 1999)
devido a sua habilidade em dissipar espécies reativas de oxigénio em plantas sob
estresses (Pharr et al, 1999). E encontrado em seiva de xilema e sua
concentragdo neste compartimento aumenta em plantas sob déficit hidrico

(Patonnier et al., 1999). Dentro da faixa de concentragdo encontrada na seiva do



xilema, manitol ndo afetou a condutincia estomatica em Fraxinus excelsior
(Patonnier et al., 1999), quando aplicadko no fluxo transpiratério de folhas
destacadas. Contrario ao observado em F. excelsior, em folhas destacadas de
Vicia faba, a adigdo de 5 mM de manitol no fluxo transpiratério promoveu uma
reducdo na transpiracdo (Ewert et al, 2000). Foi mostrado que manitol move
através do apoplasto de folhas transpirando e acumula na parede celular das
c€lulas-guarda, numa concentracao osmoticamente significante. Essas
observagdes sdao consistentes com a hipotese de Lu et al (1997) de que
flutuagdes na concentracdo de solutos enddgenos na parede celular das células-

guarda sdo importantes na regulacdo da abertura estomatica em folhas intactas.
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Figura 9. Efeito dos acucares-alcoois manitol (10 mM) e sorbitol (10 mM)
adicionados a seiva natural, pH 6,0 e 7,0, sobre a taxa transpiratoria,
em folhas destacadas de tomate.

O acréscimo na concentragdo de manitol a seiva do xilema pode induzir

um decréscimo no potencial osmoético. Ao determinar o valor minimo do



potencial osmotico necessario para inibir a abertura estomatica, Patonnier et al.
(1999) observaram que o aumento na concentragdo osmotica, promovida por
manitol, na faixa de 10-150 mM ndo foi suficiente para o fechamento estomatico.
No presente trabalho, o potencial osmotico da solugdo de imersdo, medido logo
apés a adicdo dos compostos, ndo foi alterado com a adicdo de 10 mM de

manitol.

Efeito de putrescina sobre a taxa transpiratoria

Quando adicionado a seiva artificial pH 6,0, 10
MM de putrescina nado influencioukE, mas quando
adicionada a seiva natural, pronoveu unma leve ra@duc
emE (Figura 10).

As poliamnas estdo presentes em seiva do xilema
(Friedmm etal ., 1986; Antognoni etal ., 1998), sendo
que na seiva do xilema de girassol, putrescina foi
encontrada numa concentracdo de 1,/M (Friedman et
al., 1986). Todorov et al ., (1998) nostraram que,

enquanto a aplicacdo exégena de ABA aunenta a
resisténcia estomatica e decresce a taxa
transpiratéria, putrescina, aplicada via foliar, em
concentracdes de 10 - 105 M tem efeito oposto. Nas

plantas submetidas a estresse osnobtico, sua
concentracdo aumentou.
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Figura 10. Efeito da putrescina (10 pM) adicionada a seiva artificial (A) e natural

(B), pH 6,0, sobre a taxa transpiratdria em folhas destacadas de tomate.

Em protoplastos isolados, as poliamnas pronmovem
aunmento na concentracéao de calcio citossodlico
(Majewska Sawka et al ., 1997). Combo o fechamdo
estomatico promovido por ABA é precedido por um
aumento na concentracdo de calcio citossodlico (Ms4
etal ., 1990), essa pode ser uma possivel maneira cono

putrescina influencia o conportanmento estomatico.
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DISCUSSAO GERAL

As plantas podem perceber a deficiéncia de &gua
no solo e pronmover laeracdes na parte aérea, nmediante
transferéncia de sinais quimcos da raiz para as
folhas (Jenssenet al ., 1996). Esses sinais séao
supostanmente sintetizados nas raizes, apés a ex@asi
da planta ao estresse, e transferidos para a parte
aérea, via fluxo transpiratorio, onde pronovem O
fechanento estomatico. A ém do aunmento na sintese d



algumas substancias, cono o ABA em raizes de phant
submetidas a deficiéncia hidrica, alteracdes na
conposi¢cdo de nutrientes mnerais (Gollart al .,
1992; Thonpson et al ., 1998), acidos organicos,
am noéacidos, acucaresalcoois (Patonnier et al .,
(1999) e pH da seiva do xilema (Wlkinsoret al .,
1998) podem interferir nas respostas estomaticas ao
ABA

A nivel de plantas inteiras, o défice hidrico
promoveu um aunento no ple nas concentracdes de ABA e
de nutrientes mnerais da seiva do xilema. Um audmen
na propor¢cdo cations/anions na seiva (CGollahal .,
1992) e/ou alteracdo no sitio de reducdo do nitrato
(Dannel etal ., 1995) podem também pronmover um aumento
no pH apopléasico/xilema de plantas subnetidas a
deficiéncia hidrica.

A nivel de folhas destacadas e inersas em
solugdes, fusicocina, uma substancia ativadora ka
ATPase, pronpveu aunmento na taxa transpiratoria.eniN
da fusicocina, cloreto de Ilantanio e vernelho de
ruténio (inibidores de canais de calcio da nenbrana
plasmatica e intracelulares, respectivanente),
pronmoveram inibi¢cdo nas respostas estomaticas ad AB
exdgeno. A adicdo de acidos organicos, anminoacidos,
acucaresalcoois e putrescina a solucdo de inmersao
alteraram o conportamento estomatico e o0s efeitos
podem ser nediados por alteracbées no pH da seiva do
xilema ou por efeitos osmdticos (Patonnieet al .,
1999).

O aunento do pH do apoplasto/xilema altera a
distribuicdo de ABA entre o0s varios conpartinentos
celulares, mantend® no conpartinmento mais alcalino,
permtindo que uma maior concentracdo de ABA alcanc
ou seja mantido, no apoplasto circundante as césula
guarda. O pH mis alcalino, por si, pode alterar o



estado hidrico foliar (WIlkinsonet al ., 19®8). Aeém
disso, alteracdes nos niveis de nutriente,
principalmente nitrato, <calcio e fosfato e pH da
seiva, aumenta a sensibilidade estomatica ao ABA do
xilema. A H-ATPase da nenbrana plasmatica pode esta
envolvida na rota de transducdo, através da altémoa
do pH apopléastico. Ateracdes gerais na conposicda
seiva xilemdtica podem apresentar efeitos diretos
sobre as célulaguarda.

As alteracoes nas respostas estomaticas na
presenca de cloreto de lantanio e vernelho de rubén
podem indicar que, em tobtmiro subnetido a défice
hidrico induzido por PEG 6000, o fechamento est droit
pronovido por ABA pode ser precedido por um aunenha
concentracéao de calcio citossédlico, conportamento
observado em algumas espécies (MAneha ., 1990).

Ap6s o0 aunento naconcentracdo do céalcio citossoélico,
eventos de fosforilacdo e desfosforilacdo, mediados
por proteinas cinases e fosfatases, respectivanente
promovem a ativacado e/ou inibicdo dos <canais de
potassio e anibénicos das célulaguarda, culmnando
com o fechaneto estomatico Cousson e Vavaseur, 1998)
Ateracdo na tensdo da agua apopléastica, resultadbe
estresse, também é sugerida alterar atividades dos
canais de calcio e aunmentar a concentracdo de o&lci
citossélico (Netting, 2000), promovendo o fechament
estomati co.

As supostas interagbes entre as alteragbes de constituintes da seiva xilematica, decorrentes do

défice hidrico, ou manipuladas, e as respostas estomaticas estdo esquematizadas no Diagrama
1.
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Diagrama 1. Interagdo entre alteracdes no potencial hidrico do solo, constituintes da seiva do
xilema e respostas estomaticas. As palavras em negrito indicam os possiveis
pontos na rota sinalizadora que foram analisados e/ou manipulados nos
experimentos. CG = células-guarda; MP= membrana plasmatica; LaCls= cloreto
de lantanio; VR= vermelho de ruténio; [Ca+2]dt= concentragdo de calcio livre
citossalico.



CONCLUSOES GERAIS

Nas condi¢coes em que foram desenvolvidos os
experimentos, pode-se concluir que o pH da seiva do
xilema de tomateiro varia com a época do ano, e que as
alteracoes no pH, nutrientes minerais, acidos

organicos, aminoacidos e acucares-alcoois da seiva do

xilema influenciam as respostas estomaticas.

As alteragdes dos componentes xilematicos de plantas submetidas a défice
hidrico, induzido pela adicdo de PEG 6000 a solucdo de cultivo,
dependem da intensidade e duragdo do estresse, uma vez que em
plantas submetidas a estresse induzido de forma rdpida (horas apds a
PEG 6000 a solu¢do de cultivo) ocorreu aumento na concentracdo de
ABA, nutrientes minerais € no pH da seiva xilematica. Por outro lado,
em plantas submetidas a estresse lento (dias apds a adicdo de PEG
6000 a solugdo de cultivo), o pH da seiva ndo foi alterado e a
magnitude de aumento na concentragio de ABA foi menor. A
sensibilidade estomatica a0 ABA do xilema, em plantas inteiras € em
folhas destacadas, aumenta com o aumento nos niveis de nitrato €
fosfato no fluxo transpiratério.

Tomando juntos esses resultados, com os obtidos utilizando inibidores de
canais de calcio, pode-se inferir que, em tomateiro submetido a défice
hidrico induzido por PEG 6000, as respostas estomaticas ao ABA podem
ser mediadas por uma rota de transducio de sinais dependente de calcio.
A inibicio da taxa transpiratéria na presenca de cloreto de lantinio e
vermelho de ruténio pode indicar que o fechamento estomatico ¢é

precedido por um aumento na concentracio de calcio citossolico. A fonte



de calcio parece ser, principalmente, extracelular, uma vez que a
magnitude do efeito do cloreto de lantinio (inibidor de canais de calcio da
membrana plasmatica) foi maior, em relacio ao vermelho de ruténio
(inibidor de canais intracelulares).

Aém disso, a alteracdo no pH apoplastico pode
funcionar como um sinal para a folha da redugcdo na
di sponibilidade hidrica na raiz, influenciando a
distribuicdo de ABA entre o0s varios coaptinmentos
celulares e, consequentenente, a quantidade de dBA
alcanca o apoplasto das ceélulauarda. Considerando
gue a fusicocina inibiu os efeitos do ABA sobre a
transpiracao, aH-ATPase da nenbrana plasmatica pode
esta envolvida na rota de transgho, através da
alteracdo do pH apoplastico. Aém dat- ATPase, as
alteragcbes de constituintes mnerais e organicos da
seiva xilematica, decorrentes do estresse, podem
influenciar o pH apoplastico. Tanto o pH com os
nutrientes mnerais podem tanmbém altera a
sensibilidade estomatica das ceéelulgasarda ao ABA
presente no apoplasto.

E possivel que nessa espécie, tanto o calcio conp
a H-ATPase estejam envolvidos na rota de sinalizacao
gue leva ao fechanento estonmatico.






