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ERRATA
Pag. Linha Onde se 1€ Deve-se ler
inclen-se incluem-se
1 6 I’drachide P’arachide
II 7 com apoio com 0 apoio
VI 2 fluorescéncia fluorescéncia da clorofila a
VI 15 Agrério Agrérios
VI 18 Técnicos Técnico
X1 23 65-55% 65-45%
Xvil 6 and e
Xvii 19 em um
XVl |4 actividade da rubisco actividade carboxilativa total da rubisco
XVIIT |20 nas concentracdes € nas concentracdes
XVIII |20 PQ PQ-9
XI1X 1 flourescéncia fluorescéncia
XX 18 anilise algo andlise, inferir algo
XXIX 13 lipid concentration lipid stability concentration
16 24 eficiéncia quéntica eficiéncia quintica aparente
28 5 60°C 80°C
57 1 estomadticar estomadtica
57 17 RWC=(P¢P,)/(P-P,)x100 RWC=[(PP)/(P-P)Ix100
61 20 60% 70%
97 7 caule -
100 10 Dordretch Dordrecht
100 10 England Netherlands
131 6 6,4 6,1
136 2 200 ml 200 pi
170 11 depésito sobrenadante




Tab. 2.4 Evolugio da duragdo da area foliar (I.AD, dm? dia), taxa de assimilagio aparente (NAR, g m?
dia) e da taxa de crescimento relativo (RGR, mg g’ dia™) ao longo do ciclo cultural (entre os 30 e 40
dias e entre os 40 e 70 dias apos a repicagem das plantulas). Cada valor representa a média + SE (n=3-
5). As letras a ¢ b representam diferencas significativas entre 0s intervalos de tempo antes
mencionados, enquanto que as letras r, s e 7 representam diferencas significativas entre as cvs., para 0§
parmetros respectivos.

Dias ap6s a repicagem das pidntulas

Cv. 30-40 40-70
57-422 LAD 15,2 + 1,5 96,2 +7,5
NAR 10,9+1,3® 7,1+0,4 0
RGR 101 + 10,9 @ 50 +9,7 ®"
73-30 LAD 13,3£0,9® 58,0 £4,7%9
NAR 3.740,7% 52+0,7 @
RGR 32+ 4,1 @ 33 + 4,0 @9
GC 8-35 LAD 14,8 + 0,509 76,1 £3,2 &
NAR 6,6+ 1,0 3.8+ 0,5 ®9%
RGR 65+10,6 30+8,5@

Tab. 4.2 Efeitos da seca sobre a razdo de érea foliar (LAR, m’ kg'l), taxa de assimilaglio aparente
(NAR, g m? dia™"), taxa de crescimento relativo (RGR, mg g’ dia™), duragdo da area foliar (LAD, dm®
dia) e a produgfo total de matéria seca (TDM, g). Cada valor representa a média  SE (n=5). As letras
a e b representam diferencas significativas entre 08 tratamentos controlo (C) e seca (S), enquanto que
as letras r e s representam diferengas significativas entre as Cvs. em cada tratamento.

Cv. Tratamento LAR NAR RGR LAD TDM
57-422 C T{+3®  71+04® 50£1® 96 + 8 &9 6,5 +0,36 ®
S 56:0®  35+0100 204 65+2® 4,4+0,0®
73-30 C 250 5240769 33:£4@ 58 +5 @Y 40+03®
S 13436 3720000 27:6®  57x3%0 3,402 (@)

80140 3805 30x9®  76x3® 39101 @)
©+1@ 3101 25+4®  73+4®  37£02 e

GC8-35

» 0
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SUMARIO

BASES MORFO-FISIOLOGICAS DA RESISTENCIA A SECA DO AMENDOIM. UM
CONTRIBUTO

Em Angola, é' “seca” ¢ uma dura realidade com pesados reflexos sociais na agricultura
¢ em todas actividades humanas, exigindo interven¢do urgente. A seca limita a producéo
agricolo-alimentar pelos seus efeitos nos processos fisiologicos, com destaque para a
fotossintese, via pela qual as plantas, primeiro elo das cadeias agricolas e ecologicas, obtém
cerca de 95% da biomassa e praticamente 100% da bio-energia. Para além disso, impede a
conveniente utilizagdo dos solos, pois mesmo na zonas “humidas” ha a contar com a quadra
(ou quadras) do “cacimbo” e com as interrupgdes (kiangalas) e irregularidades da estagdo
chuvosa.

Embora a diversidade de situagdes seja grande, da floresta densa humida, quase

equatorial, ao deserto, onde quase ndo chove, as paisagens, as gentes e a hidrologia mostram
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eloquentemente, através do territério, a; dureza da “seca”. A propria guerra intensificando o
€xodo rural para o litoral mais arido tem agravado a seca. Por seu turno a “Global Climate
Change” acarretando maior irregularidade pluvial, tem vindo a trazer um contributo também
negativo. O mesmo podemos dizer da desertificagdo pelo homem, por reduzir a capacidade de
armazenamento de agua do solo e a fertilidade deste, fertilidade que é factor essencial da
eficiéncia da agua.

Claro que numa guerra violenta que parece eternizar-se a paz € a reconstrugio
constituem a nossa mais almejada finalidade. Mas a luta contra a fome, de que a via agricola é
elevada expressdo, na paz e na guerra, tem alta prioridade. Nesse sentido a cultura do
amendoim ¢ uma senda muito valida, dado o seu valor alimentar e os seus pesos tradicional e
potencial. Trata-se porém do “amendoim social” e nio do amendoim dos excessos industriais
vigorosamente denunciados por René Dumont.

Resisténcia a seca e amendoim constituem o nucleo da nossa tematica. E cremos que
pertinentemente. Na perspectiva integrante que procuramos cultivar, a agua disponivel nfio
serve apenas para fins agricolo-alimentares mas tem também um objectivo doméstico-
artesanal da ruralidade (ou urbano-industrial onde o povoamento é concentrado) € uma
finalidade ecologica, nomeadamente para manter e/ou melhorar os ecosistemas e os “life-
support systems” em geral, incluindo o caudal minimo dos rios e o reabastecimento dos
aquiferos. Néo se tratara isoladamente de maximizar a eficiéncia agricolo-alimentar da agua,
mas sim de optimizar conjuntamente a eficiéncia das trés metas. Cada uma dessas metas tém
as suas sub-componentes, as quais sio atribuidas prioridades hidricas em cada conjuntura.

Nos climas calidos e luminosos, a secura acarreta trés tipos de “stress”; um “stress”

x€rico, um “stress” luminoso e um “stress” macro-térmico. Trataremos dos dois primeiros.
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Houve desde logo que reduzir a frente nc;sse € noutros aspectos, para garantir a exequibilidade
do»trabalho.

Retomemos a seca no amendoim; a resisténcia a seca € determinada por um conjunto
de caracteristicas morfologicas, anatomicas, fisiologicas e bioquimicas. Uma das vias para
ultrapassar os problemas decorrentes deste constrangimento ambiental, consiste precisamente
em utilizar cultivares resistentes. O presente trabalho, realizado no Departamento de
Fisiologia Vegetal da Estagdo Agronémica Nacional, ¢ que constituiu a participagdo
portuguesa no projecto internacional “Amelioration génétique de 1’adaptation a la sécheresse
de I’arachide, TS3-CT-0216", teve como objectivo contribuir para o entendimento das bases
morfo-fisiologicas da resisténcia a seca de algumas cvs. de amendoim (4rachis hypogaea L.),
tendo em vista a sua utilizagdo em programas de selec¢do e de melhoramento genético .

A analise incidiu sobre plantas de trés cvs. de amendoim, 57-422, 73-30 ¢ GC 8-35,
com aproximadamente dois meses de idade‘. Estas trés cvs. resultaram de duas crivagens
sucessivas. As cvs. Fleur 11, 55-437 e 73-33 ndo buderam entrar no estudo. As plantas
desenvolveram-se, numa estufa, com redes laterais, de forma a permitir uma melhor
circulagdo do ar. Assim n3o houve esgotamento do CO,, nem efeito de estufa marcado.
Semanalmente era-lhes fornecida uma solugdo nutritiva (Hoagland e Snyder 1933), sendo
regadas sempre que necessario, para que se mantivessem em boas condigdes hidricas, isto &,
proximo de 90% da “CC”. Para o teste de Hygen (Capitulo 3), a seca foi imposta em folhas
destacadas por desidratagiio progressiva na bancada. Nas demais situagdes (salvo as referidas
no Capitulo 8), a seca foi imposta por supressio da rega durante um periodo de 8-12 dias ¢ as
plantas deixadas a desidratar progressivamente. Nuns casos, as medi¢des foram feitas a

valores de RWC ~ 95%, 85-70% e 65-55%, correspondentes respectivamente ao controlo (C),
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seca moderada (S1) e seca severa (S2). .Noutros casos, apanhava-sc toda a gama de valores do
RWC compreendidos entre 95% e 40%. Apenas no capitulo 8, para avaliar a estabilidade das
membranas e da Ay, a seca foi imposta mediante a utilizagdo de uma solugdo osmética (PEG
600 a 30%), correspondendo a um potencial de -0,9 MPa a -1 MPa.

No Capitulo 2, faz-se a apresentagfio da cultura ¢ a analise das suas transformagdes
ontogénicas, para inferir sobre alguns aspectos relacionados com a sua capacidade para resistir
a seca, sem grandes preocupagdes com o que se passa ao nivel celular. Para tal utilizamos
como ferramenta de trabalho o método da andlise de crescimento de Kevet e al (1971). A
razdo de peso foliar (LWR), area foliar especifica (SLA), razdo de area foliar (LAR), taxa de
assimilagdo aparente (NAR), taxa de crescimento relativo (RGR) e duragdio da area foliar
(LAD) assim como as razdes raiz/parte aérea e folhas/caules, foram quantificados, em trés
momentos ao longo do ciclo cultural, aos 30, 40 e 70 dias apos a repicagem. Foram também
quantificados outros pardmetros de interesse fisiologico ¢ agrondmico como sejam a
densidade estomatica, densidade do grdo, capacidade fot_ossintética (Amax), condutincia
estomatica (g;), a taxa de fotossintese liquida (P,), 4gua consumida (AC) e a eficiéncia do uso
de agua a longo prazo (WUE).

De uma forma geral, as plantas adoptaram, como estratégia de, numa primeira fase,
privilegiar o crescimento das raizes e folhus em desfavor da parte caulinar. Dai, as variag¢des,
entretanto observadas, das razdes raiz/parte aérea e folhas/caules ao longo do ciclo cultural.
De salientar ainda que a cv. 57-422 apresentou os mais densos grios, as maiores produgdes de
biomassa radicular, caulinar, foliar e total, assim como também as maiores produgdes
unitarias de vagens. Em termos fenolégicos, as cvs. GC 8-35 (principalmente esta) e 73-30

revelaram-se mais precoces que a 57-422.
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Os valores mais baixos da SLA foram observados nas cvs. 57-422 e 73-30. A menor
SLA da cv. 73-30, relativamente & cv. GC 8-35, ndo significou, nem um maior potencial
fotossintético, nem uma maior produgdo; quer mesmo ao nivel da P, da matéria seca
acumulada, assim como ao nivel da produgio de vagens. Apresentou porém uma maior WUE.
Contudo, a cv. 57-422 ¢ um bom o exemplo da ocorréncia de correlagdes negativas entre SLA
¢ os pardmetros: P,,, produgido de biomassa e WUE.

Em todas as cvs., os estomas estdo, em maior quantidade, na pagina adaxial (a que fica
mais protegida dos raios solares nos periodos de “stress” luminoso e hidrico e de coloragio
mais escura) do que na pagina abaxial, a de cor esbranquigada e a mais exposta aos raios
solares nos ja referidos periodos de “stress”. Nem sempre a maior densidade estomatica
corréspondeu a uma maior taxa transpiratéria. As folhas da cv. 73-30 conjugam mesdfilos
densos com elevado numero de estomas e baixas taxas transpiratérias. Alids a auséncia deste
tipo de correlagdio ¢ de ha muito conhecida nalgumas plantas.

Os dois principais mecanismos de resisténcia a seca sdo, na terminologia Anglo-
Saxénica, o “drought avoidance” (envolvendo nesta o “drought escape™) e o “drought
tolerance”. A velocidade com que as plantas se desidratam, assim como a variagio dos
parametros hidricos € do teor de certos solutos em condigdes de “stress” hidrico reflectem
diferentes estratégias de luta contra a seca. O Capitulo 3 teve como objectivo pesquisar
diferencas genotipicas em relagfio aos grau de “drought avoidance” e de “drought tolerance”,
baseando-se em algumas caracteristicas e critérios como sejam, por exemplo, velocidade com
que as plantas se desidratam, a magnitude da queda do potencial hidrico foliar ¢ a acumulagio
de aglicares soluveis e de prolina em condigdes de seca. Foram quantificados o teor hidrico do

solo, medido em relagdo a capacidade de vaso (“CC”), potencial hidrico foliar (y,) e seus
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componentes, condutincia estomatica (gs) nas duas paginas, déficit de pressdo de vapor entre
a folha e o ar (A.), transpiragdo (T,), pelo método gravimétrico, concentragdo de agucares
soluveis nas folhas e raizes e concentragdo de prolina nas folhas. Utilizando o método de
Hygen, determinou-se o teor hidrico relativo correspondente a0 encerramento estomatico
considerando apenas o efeito hidraulico resultante da desidratagdio (RWC,, %), o tempo
requerido para o encerramento estomatico (T,, s), as taxas de transpiragdo relativa total
(TTRT), estomatica (TTRS) e cuticular (TTRC), a importancia relativa em termos percentuais
da transpiragdo estomatica (%TS) ¢ da transpiragio cuticular (%TC).

Ao contrario das cvs. 57-422 ¢ GC 8-35, a cv. 73-30, devido aos mais baixos consumos
de 4gua logo na parte inicial do ciclo de seca (como provam os valores de g, e T,), conservou
melhor a 4gua, tendo atingido o final do referido ciclo melhor hidratada que as outras duas
cvs. A sua' caracterizagdo como “avoider” ¢ reforgada, por ter apresentado, entre outros
atributos, uma menor taxa de transpiragdo acumulada, um mais elevado teor hidrico relativo
no encerramento estomatico € um menor decréscimo de w,. A sua elevada transpira¢do
cuticular pode ser um tanto perigosa quando o RWC atinge valores criticos. Na tﬁedida em
que a técnica de Hygen cria um certo artificialismo é preciso prudéncia (mesmo para a
cuticula). As cvs. 57-422 e GC 8-35 consumiram mais rapidamente a agua ao seu dispor,
tendo apresentado no fim do ciclo de seca valores de RWC que podem ser perigosos para a
sua sobrevivéncia em condi¢des de seca. O “drought tolerance” destas duas cvs. é também,
porventura, posto em relevo pelo menor declive das curvas que relacionam o y,, com 0 RWC
¢ ainda pela adaptagdo osmotica (descida de potencial) e pela ndo elasticidade das paredes
celulares. Ao contrario do que se verificou em relagiio ao teor de agticares solaveis, em que o

aumento se processou de forma gradual, a medida que o , baixou, o teor de prolina
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aumentou, apenas em condigbes de 52, embora muito mais. E importante notar que a
imposigdo da seca, reduzindo a transpira¢do foliar, que é o grande dissipador de energia,
aumentou a temperatura foliar, chegando a acréscimos de 10 °C em condigdes de seca severa
nas cvs. 57-422 e GC 8-35. Na auséncia de seca, a cv. 73-30 tem maior temperatura foliar que
as outras (cerca de 2°C), dada a sua menor transpiragdo. Se o ar estivesse mais seco, maiores
seriam as diferengas. Isto lembra as possibilidades de estudo com o “termometro de infra-
vermelhos™.

O é&xito das plantas em condigdes de seca depende, em parte, da forma como elas
gerem a producdo de matéria seca, sua parti¢io pelos diferentes orgdos e, sobretudo, da
eficiéncia com que utilizam a pouca dgua disponivel na produgio de biomassa. O Capitulo 4
teve como objectivo analisar o comportamento das cvs., no que diz respeito ao crescimento,
particdo da biomassa ¢ eficiéncia do uso da agua a longo prazo (WUE), em condigdes de
plena disponibilidade hidrica e de seca. Foram quantificados a biomassa radicular (Wg), 4
biomassa caulinar (W), biomassa foliar (Wy), biomassa total (TDM), razio raiz/parte aérea,
WUE e os indices de crescimento referidos no Capitulo 2.

Alicergada nos factores de capacidade (maior area foliar e elevada LAR) e nos factores
de eficiéncia (maior NAR), a estratégia da cv. 57-422 consistiu em crescer de forma
exuberante enquanto houve dgua em abundancia e restringir fortemente o crescimento quando
ela escasseou. Por sua vez, as cvs. 73-30 € GC 8-35 apresentaram em condiéﬁes de plena
disponibilidade hidrica as menores taxas de crescimento e também as menores produgdes de
matéria seca. Por outro lado, nestas duas cvs., tais indices de crescimento ndo foram
significativamente afectados pela seca.

Contudo, em qualquer dos casos, a seca modificou o padrio normal da parti¢do da
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biomassa, facto que se reflectiu no au‘mento da razdo raiz/parte aérea. Na cv. 57-422, esta
razdo aumentou, pelo facto de a biomassa da parte aérea ter sofrido fortes decréscimos. Na 73-
30 esse aumento foi devido a conjugacgiio de aumentos da biomassa radicular e decréscimos da
parte a€rea, enquanto que a cv. GC 8-35 consegue-o aumentado significativamente a biomassa
radicular e mantendo praticamente inalterada a parte aérea.

De uma forma geral, o decréscimo da parte aérea deveu-se essencialmente mais ao
decréscimo da biomassa foliar, do que da biomassa caulinar, facto muito evidente na cv. 57-
422. Assim sendo, a cv. GC 8-35 parece ser a que apresentou o melhor ajuste da razio
raiz/parte aérea, pois aumentou a capacidade de absorver agua sem que contudo tenha
prejudicado de forma significativa as dimensdes do aparelho assimilador.

Em condi¢oes de plena disponibilidade hidrica, os valores mais elevados da WUE
verificaram-se na cv. 57-422. Em condigdes de seca, verificou-se, em todas as cvs. estudadas,
um aumento da WUE, significativo apenas para as cvs. 57-422 ¢ GC 8-35. Tal aumento
deveu-se fundamentalmente a um maior decréscimo no consumo de dgua do que na produgdo
de biomassa, tendo-se verificado no entanto diferengas entre as cvs. No caso da 57-42, o
aumento fez-se a custa, de uma drastica redugdo do consumo de agua e significativos
decréscimos na acumulagdo de matéria seca, enquanto que na cv. GC 8-35, o melhor ajuste da
razdo raiz/parte aérea, ter-lhe-2 permitido uma melhor extrac¢io de agua do substrato, sem
comprometer de forma significativa as dimensdes do seu aparelho assimilador e a produgio de
biomassa. Notar que o substrato disponivel parecia bem colonizado em todos os casos. A cv.
73-30 praticamente mantem os niveis de biomassa e de consumo de agua, dai a pequena

variagdo da WUE em condigdes de seca.
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O Capitulo 5 teve como objecti\‘/o analisar o efeito da seca ao nivel das trocas gasosas.
Para o efeito, foram quantificadas a taxa de fotossintese liquida (P,), condutancia estomatica
(8,), taxa de transpiragdo (T, ), eficiéncia instantanea do uso da agua (WUEi) e a capacidade
fotossintética (Apay).

As cvs. 57-422 e GC 8-35 apresentaram em condigdes de plena disponibilidade hidrica
os mais elevados valores de A, P, g and T, (estes dois dltimos aspectos reforgam as
indicagdes dadas no capitulo 3). A P, decresceu quer devido aos efeitos estomaticos quer
devido aos efeitos ndo-estomaticos. De uma forma geral, a P, comegou a decrescer mais cedo
que a Apay (n0 caso da cv. GC 8-35 isto ndo ¢ bem nitido), 0 que mostra a maior importincia
da componente estomatica no inicio da desidratagio.

| Em relagdo aos efeitos estomaticos, as cvs. apresentaram duas estratégias diferentes. A
protagonizada pela cv. 73-30, caracterizada por baixos valores de g, ¢ de P,, mesmo em
condigdes de boa disponibilidade hidrica e decréscimos suaves destes parametros ao longo do
ciclo de desidratagio, ¢ a protagonizada pelas cvs. GC 8-35 e 57-422, caracterizada por
elevados valores de g; e de P, em condigdes de plena disponibilidade hidrica e por acentuados
decréscimos destes pardmetros em condigdes de seca. Ainda assim, estas cvs. apresentaram,
em condi¢des de seca moderada, taxas transpiratorias ¢ fotossintéticas mais elevadas do que
as exibidas pela cv. 73-30. Quanto aos efeitos nio-estomaticos, verificou-se, em todas as cvs.,
em decréscimo da A,,,, em condi¢des de seca. Na cv. GC 8-35 o decréscimo Ja se observava a
valores do RWC ainda bastante elevados, enquanto que nas outras duas cvs. A, decresceu
mais tarde.

Portanto, uma vez chegada a conclusdo de que a maquinaria fotossintética era afectada

pela seca, pretendeu-se, no Capitulo 6, analisar o efeito desta sobre os seus componentes: as
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reacgOes de fotoredugio e as de carboxi'lac;ﬁo. Foram determinadas as taxas das reacgdes H,O-
DCPIP, DPC-DCPIP ¢ DCPIPH,-MV. Foram também determinadas as concentra¢des de
plastoquinona-9 (PQ-9) e a dos citocromos bsseyp, bssorp, bsss, € £, Quantificou-se ainda a
actividade da rubisco. Os efeitos no D1 e na ATP-sintase ndo puderam ser estudados, nem o
significado da acumulag@o de lipidos.

A seca provocou em todas as cvs. uma inibigdo na actividade da cadeia de transporte
de electrdes. O PSII revelou ser o principal alvo da seca, enquanto que o PSI apresentou uma
grande estabilidade. Este fotossistema so6 foi significativamente afectado pela seca na cv. GC
8-35. Em todas as cvs. estudadas, a actividade da rubisco sofreu um estimulo em condi¢des de
S1, s6 sendo afectada em condigdes de S2. Portanto, em condi¢gdes de S, aA afectagdo da
maquinaria fotossintética ndio deverd ser atribuida a alteragdes na actividade desta enzima,
mas antes ser imputada a inibi¢6e§ ao nivel do transporte de electrdes, particularmente, ao
nivel do PSII e em ultima analise a uma inibigdo da recarga do ATP. Em condigdes de S2, ja é
de considerar a influéncia negativa da inibigio da actividade da rubisco no decréscimo da
actividade da maquinaria fotossintética.

O Capitulo 7 relaciona-se muito de perto com o anterior ¢ aparece individualizado para
se dar destaque a outro processo importante em condi¢des de seca: a dissipagdo do excesso de
energia. Para a andlise de diferengas varietais em relagdo aos mecanismos de dissipacio dessa
energia, foram tidas em consideragdo as variagdes nos pardmetros da fluorescéncia da Chl a,
nas actividades dos fotossistemas, nas concentragdes de PQ e dos cit bsseppy bssorp, bssz € f .

A cv. GC 8-35 assemelhou-se com a 57-422, pelo facto de ter mantido, em condigdes
de S1, a fluorescéncia basal (F,) inalterada. Por outro lado, diferiu dela e assemelhou-se com a

73-30 por ter apresentado ja nessas condigdes hidricas decréscimos significativos na razio
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entre a flourescéncia variavel (F,) e a fluorescéncia maxima (F,,) - razio F/F,, -, que se
acentuaram em condigdes de S2, e aqui associados a fortes aumentos de F,. Nas cvs. 73-30 e
GC 8-35, a afectagdo da eficiéncia do PSII ocorreu ja em condigdes de S1, enquanto que na
57-422 tal ocorreu apenas em condigdes de S2.

O ciclo de dissipagdo de energia envolvendo o PSII parece so ter sido importante na
cv. 73-30 e mesmo assim apenas em condigdes de S1. Relativamente ao ciclo envolvendo o
PSI, a cv. GC 8-35 diferiu das outras duas, pois este ciclo parece ja ter sido significativamente
afectado em condigdes de SI e portanto nio deve ter tido papel de relevo na dissipagdo de
energia nessa cv.. Este ciclo pode ter sido importante na 57-422, pelo menos em condi¢des de
S1. Por seu lado, a cv. 73-30 foi a tnica em que a reacgiio de Mechler ¢ a concentragdo dos cit
do complexo b/f foram significativamente estimulados (em condigdes de S1) e portanto a
Unica em qué o ciclo em torno do PSI deve ter sido fundamental para a dissipagdo do excesso
de energia.

No Capitulo 8, procurou-se explicar, através de estudos de resisténcia das membranas
e do teor de lipidos acilo das folhas, diferengas varietais relativas ao grau de desenvolvimento
dos mecanismos do “drought avoidance” e do “drought tolerance”. Para tal, determinou-se a
estabilidade das membranas, da A, (em discos foliares sujeitos aos efeitos do PEG) e dos
lipidos acilo (em plantas submetidas a duas situagdes de seca, S1 e S2).

A seca provocou diferentes alteragdes na quantidade total de lipidos acilo das folhas
das cvs. estudadas. Relativamente a cv. 73-30, verificou-se um forte decréscimo na quantidade
total desta classe de lipidos, ainda mesmo em condigdes de S1, enquanto que a cv. 57-422 so
foi significativamente afectada em condigdes de S2. A cv. GC 8-35 apresentou os mais baixos

valores em condi¢des de plena disponibilidade hidrica, um aumento significativo em
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condi¢oes de S1, tendo-se verificado 'o decréscimo apenas em condigdes de S2. Por isso
relativamente a estabilidade dos lipidos, a cv. 73-30 ¢ a mais sensivel, e portanto com uma
menor “drought tolerance™, relativamente as outras duas, facto que vem reforgar as indicagdes
fornecidas no Capitulo 3. O teste do PEG confirma esta observagdo, ja que a cv. 73-30
apresentou os mais elevados valores da fuga de electrolitos.

Verificou-se também, em todas as cvs., uma associago positiva entre a estabilidade
dos lipidos acilo e a integridade das membranas. Efectivamente, os menores danos das
membranas foram observados nas cvs. GC 8-35 e 57-422, as quais apresentaram também uma
maior estabilidade dos lipidos em termos da preservagio da quantidade total ¢
consequentemente uma maior capacidade para preservar a integridade das suas membranas.
Pelo contrario, a cv. 73-30, cujos lipidos foram os mais afectados, apresentou também a maior
fuga de electrélitos. A cv. GC 8-35, embora tenha revelado uma elevada estabilidade
membranar, como foi acima referido, paradoxalmente (?) apresentou os maiores decréscimos
da Ap,,. Por isso uma relagdo positiva entre a estabilidade da concentracido de lipidos,
integridade das membranas e capacidade fotossintética fol, apenas, verificada nas cvs. 57-422
e 73-30.

O Capitulo 9 teve como objectivo a analise do comportamento geral das cvs., na fase
de reidratagio. Procurou-se a partir desta analise algo sobre a estabilidade da maquinaria
fotbssintética ¢ das membranas, na medida em que a recuperagéo reflecte um balango entre a
necessiciade de reconstruir as estruturas ¢ a de apenas reactiva-las. De facto, quando ha
genuina resisténcia protoplasmica, os proprios organelos podem manter-se anos (!) sob seca

severissima, como mostrou Tomaz Moreira com o Myrothamnus flabelifolia de Angola. Para
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tal foram quantificados paridmetros hidricos, pardmetros relativos as trocas gasosas € a
actividade da cadeia de transporte de electrdes .

A recuperacdo de g, e de T, foi mais rapida nas cvs. 73-30 e GC 8-35 do que na cv. 57-
422, facto que ajuda a explicar o forte decréscimo no consumo de agua quando as plantas
desta cv. foram submetidas a ciclos sucessivos de seca. O RWC recuperou completamente em
todas as cvs., 24 h apés a reidratagdo. Nesta altura verificou-se, relativamente & taxa de
transporte de electrdes e & actividade da rubisco, uma recuperagio para valores acima do
controlo. Porém, a fotossintese liquida recuperou mais tarde, tendo-se observados valores
acima dos normais nas cvs. 73-30 e GC 8-35. A fotossintese liquida e o transporte de electrdes
recuperaram mais rapidamente que a capacidade fotossintética (principalmente na cv. 73-30).
Contudo, a melhor recuperagio da capacidade fotossintética verificou-se nas cvs. 57-422 ¢ GC
8-35, facto que pode ter subjacente a si a maior estabilidade membranar destas cvs. revelada
pela maior estabilidade da concentragiio dos lipidos acilo e pela menor fuga de electrdlitos.

Estas cvs. abrem-nos novas perspectivas agronomicas de cultivo a0 mesmo tempo que
o melhoramento genético deve continuar de acordo com a filosofia do projecto, isto ¢ com
fundamento ecofisiologico. Por exemplo nas zonas tradicionais, a cv. 57-422 permite-nos
encarar com menor receio a ocorréncia das kiangalas ¢ ir penctrando em zonas um tanto mais
aridas, passando pois do Aw e do Cw de Képpen (Uige; Malange, Lunda, Bié¢, Huambo) para
o principio do Bs (Benguela), sem de permeio esquecer Kwanza Sul ¢ Kwanza Norte. Nessa
penetracéo, a certa altura precisaremos de cvs. de ciclo mais curto como a GC 8-35, pode
ainda ser melhorada no sentido de ter maior resisténcia protoplasmica a seca. A cv. 73-30 ¢
uma interessante alternativa, dado a sua baixa condutincia estomatica e portanto a sua

frugalidade no consumo de 4gua; mas devera ser melhorada no sentido de ter um maior indice
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de colheita. No Norte onde também ha pequeno cacimbo, a primeira quadra chuvosa pode ser
cultivada com amendoim. Olharemos também mais afoitamente para as irregularidades que a
Global Climate Change venha a trazer. Alids como o amendoim é uma cultura anual pode

fazer-se noutros espagos lus6fonos, mesmo nos mediterrineos.
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ABSTRACT

In Angola drought is a crude reality with strong impacts on agriculture and all
human activities, therefore demanding an uré,ent solution. Drought restricts agricultural
production through its effects on physiological procesées and prevents a suitable use of
soils, since even in humid regions drought periods (“cacimbo”) as well as interruptions
(“kiangalas™) and irregularity during rainy season may occur.

Drought resistance depends on morphological, anatomical, physiological and
biochemical characteristics. The use of resistant genotypes is one of the ways to overcome
drought. This work was carried out in the Department of Plant Physiology of Estagio
Agronomica Nacional (Portugal) and constitutes the portuguese participation in the
international project “Amelioration génétique de I’adaptation a la sécheresse de I’arachide,
TST3-CT-0216”. The aim of the work is to contribute to the understanding of the morpho-

anatomo-physiological basis of drought resistance in peanut (4rachis hypogaea L.).
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The effects of drought were evaluated il:l two months old plants (cvs. 57-422, 73-30 and GC
8-35) growing in a glasshouse. In general water stress was imposed by withholding
irrigation. For the test of Hygen (Chapter 3), measurements were carried out in detached
leaves. For membrane stability and photosynthetic capacity evaluation (Chapter 8) drought

was imposed with polyethylene glycol PEG 600 (c.a. between -0.9 to 1 MPa).

In Chapter 2, we analysed the ontogenetic transformation of the studied cvs. in order to
infer about some aspects related to the ability to withstand drought. Plants were kept well-
watered. Leaf weight ratio (LWR), specific leaf area (SLA), leaf area ratio (LAR), net
assimilation ratio (NAR), relative growth ratio '(RGR), leaf area duration (LAD), total dry
matter (TDM), ratio root/shoot and the ratio leaves/stems were measured at 30, 40 and 70
days after seedlings transfer to pots. Additionally, stomatal density, grain density,
photosynthetic capacity (A,,,), stomatal conductance (g,), net photosynthesis (P,),
transpiration (T,), long-term water use efficiency (WUE) and pod production Were
measured.

In general, during the first stage of their life cycle, plants favoured root and leaf growth.
Thus changes in the ratio root/shoot and leaves/stems were observed during the agricultural
cycle. Cv. 57-422 presented the highest grain density, as well the highest production of
root, stem leaf and total biomass. Cvs. 73-30 and particularly GC 8-35 reached maturity
earlier than cv. 57-422.

In all studied cvs. it was observed that adaxial surface presented higher stomatal density

than abaxial surface. Not always the higher stomatal density correspond to a higher rate of
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transpiration. Cv. 73-30 combined corﬁpacts mesophyll, higher stomatal density and low
rates of transpiration.
The aim of Chapter 3 was to evaluate differences among peanut cvs. in what concerns
drought tolerance and drought avoidance responses, by a combination of different
characteristics and criteria, such as, for example, tissue dehydration speed, the extent of Y
decline and accumulation of soluble sugars and proline under drought conditions. During
the dehydration period, field pot capacity (“CC”), leaf water potential (y,) and its
components were evaluated, as well as stomatal conductance (g;), water pressure deficit
between leaves and air (A,), transpiration (T,), proline and root and leaves soluble sugars
content. The following parameters were determined by the Hygen test: relative water
content at stomatal closure considering only the hydraulic forces (RWC,, %) and the
relative importance of stomatal (% TS) and cuticular transpiration (% TC).
- Due to initial lowest values of water consumption (as reflected by g, and T,), cv. 73-30
conserves water better than the other two cvs., reaching the drying cycle better hydrated
than the other two cvs. Such a drought avoidance ability is reinforced by the lowest
transpiration accumulated rate, highest RWC at stomatal closure and a greater slope of the
curves which establish the relationship between leaf water potential and relative water
content. The drought tolerance of cvs. 57-422 and GC 8-35 is related to a greater decline of
(wy) and leaf osmotic potential (y,).

In Chapter 4, the studied cvs. were characterised in what concerns their growth
(biomass production), biomass partitioning and long-term water use efficiency (WUE),
under control conditions, as well as under water stress conditions. During dehydration, root

biomass (Wy), stem biomass (W), leaf biomass (Wy), total biomass (TDM), ratio




Abstract XXVI

root/shoot, WUE and the growth charac‘teristics referred in Chapter 2 were measured.

Under control conditions, cv. 57-422 grows and produces much more biomass than the
other two cvs.. A significant decrease on growth and biomass production occurred only in
cv. 57-422. Although, due to its initial values, this cv. presented the highest biomass
production under moderate drought conditions. However, in all cases, drought causes a
change in the normal pattern of biomass partitioning, as reflected by the increase of the
root/shoot ratio. In cv. 57-422, the increase of this ratio was due essentially to a strong
decrease of shoot, while for cv. GC 8-35 this increase was due to a strong increase of root
biomass. In general, leaf biomass was more affected by water stress than stem biomass
(more evident in cv. 57-422). So cv. GC 8-35 seemed to present the best root/shoot ratio
adjustment, since it increased the ability for water absorption and did not significantly
reduce the photosynthetic surface.

Under control conditions, the highest values of WUE occurred in ¢v. 57-422. In cv. 73-30
this parameter remained unchanged, under moderate water stress conditions, while in cvs.
57-422 and GC 8-35 significantly increased. The increase was mainly due to a decrease in
water consumption, but also to a decrease in biomass production. However some
differences among cvs. were observed. For cv. 57-422, the increase of WUE was due not
only to a very strong decrease in water consumption, but also to a significant decrease in
biomass production. For cv. GC 8-35, the increase of this parameter was due to a strong

decrease on water consumption, since biomass production statistically remained

unchanged.



Abstract XXVII

In Chapter 5 we analysed the effects of water stress on photosynthetic activity at the level
of gas exchanges. During the dehydration period net photosynthesis (P,), stomatal
conductance (g,), transpiration (T,), instantaneous water use efﬁcienéy (WUE;) and

photosynthetic capacity (A..) were measured.

Under control conditions, Cvs. 57-422 and GC 8-35 presented the highest values of Ap,y,
Py, g and T, (these two last aspects reinforce the information obtained in Chapter 3). In
generally, P, begun to decrease earlier than A,,,., which shows the importance of stomatal
component in the beginning of the drying cycle. As regards stomatal behaviour, cvs.
presented two strategies. The first, represented by cvs. 57-422 and GC 8-35, is
characterised by higher values of g, and P, under control conditions and strong decreases
under drought conditions. These cvs. presented better performances under mild stress. The
second, represented by cv. 73-30, is characterised by low initial values of those parameters
and a slight decrease under drought conditions.

In Chapter 6, the effects of water stress on photosynthesis at photochemical and
biochemical levels were analysed. In the previous Chapter we concluded that
photosynthetic machinery was affected by water stress. The next step was to understand
how this stress affected the main reactions of photosynthetic metabolism: electron transport
and carboxylation. Plants were submitted to three treatments by withholding irrigation:
control (C), mild water stress (S1) and severe water stress (82), corresponding to values of
RWC around 95%, 85-70% and 65-55%, respectively. Measurements included electron
transport rates of phqtosystem I (PSI) and photosystem 11 (PSII), quantification of some

electron carriers - plastoquinone-9 (PQ-9), cytocromes (cyts) bssopp, bssorp, bsss, and £~ and
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activity of ribulose-1,5-bisphosphate callboxylase/oxygenase (rubisco). In all studied cvs.,
thylakoidal-mediated electron transport was affected by water stress, being PSII more
sensitive than PSI. Rubisco activity increased under S1 conditions and decreased only
under S2. Thus, drought effects on photosynthetic machinery were probably not due to a
decrease in rubisco activity under mild water stress.

The Chapter 7 is closely related to the Chapter 6, and was individualised in order to
emphasise an important process under water stress conditions: energy dissipation. Plants
were submitted to three treatments by withholding irrigation: control (C), mild water stress
(S1) and severe water stress (S2). The evaluation of differences among the studied cvs. was
made considering changes on chlorophyll a fluorescence parameters, photosystems activity
and some electron carriers concentration.

Contrarily to what was observed in ¢v. 73-30, cvs. 57-422 (under drought conditions) and
GC 8-35 (only under St conditions) maintained unchanged the processes at the level of
their antennae. For cvs. 73-30 and GC 8-35 a decrease on PSII efficiency already occurred
under S1 conditions, while for cv. 57-422 it occurred only under S2 conditions.

The energy dissipation cycle involving PSII conditions seemed to be important only in cv.
73-30 under S1. As concerns the cycle involving PSI, cv. GC 8-35 differs from the
remaining cvs., since this cycle seemed to be significantly affected already under S1
conditions and therefore would not play an important role in the dissipation of energy
excess. This cycle might be important for ¢v. 57-422 under S1 conditions. The Mehler
reaction and the concentration of the cyt /f increased under S1 conditions only in cv. 73-
30. Consequently, only in this cv., the cycle involving PSI might have been essential for the

dissipation of the excess of energy,
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In Chapter 8, the effects of drought or; thylakoidal acyl lipid composition, photosynthetic
capacity and electrolyte leakage were evaluated. For lipid studies, plants were submitted to
three treatments by withholding irrigaﬁon as referred for Chapter 7. Concerning membrane
integrity and photosynthetic capacity evaluation, drought was imposed by polyethylene
glycol (PEG 600). In cv. 73-30 a sharp decrease in the content of thylakoid acyl lipids was
observed, already under S1 conditions, whereas cv. 57-422 was only strongly affected
under S2 conditions. Cv. GC 8-35 presented the lowest acyl lipids content under control
conditions, a significant increase under S1 conditions and only under S2 conditions a
decrease occurred. Thus concerning lipid stability cv. 73-30 seems to be the most sensitive.
Among lipid classes, phospholipids and galactolipids were similarly affected, as was
MGDG relatively to DGDG. Water deficit imposed by PEG induced a higher increase in
electrolyte leakage in cv. 73-30 than in the others. A positive relationship between acyl
lipid concentration and membranes integrity was found in all studied cvs. Also a positive
association between acyl lipid concentration, membrane integrity and photosynthetic
activity was found in cvs. 57-422 and 73-30.

The aim of Chapter 9 was to evaluate the ability of cvs. to endure water stress and to
recover, in what concerns stomatal and non-stomatal components of photosynthesis (in
vitro photosystems II and I and rubisco activities, and gas exchange parameters). Cvs. 73-
30 and GC 8-35 rapidly regained leaf conductance and transpiration. In all cvs. RWC fully
recovered 24 h after rehydration. At this time, a overrecovery of electron transport rates and
rubisco activity occurred. However, net photosynthesis fully recovered later, and an
overrecovery occurred only for cvs. 73-30 and GC 8—351 A better and faster recovery of

photosynthetic capacity was observed in cvs. 57-422 and GC 8-35.
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General conclusions

Concerning ontogenetic aspects, it was observed under control conditions that in general,
during the first stage of their life cycle, plants favoured root and leaf growth. Cv. 57-422
presented the highest grain density, as well as the highest production of root, stem leaf and
total biomass and covered better the soil surface. Cvs. 73-30 and particularly GC 8-35
reached maturity earlier than cv. 57-422. Relatively to morphological and anatomical
aspects, in all studied cvs. it was observed that adaxial leaf surface presented higher
stomatal density than abaxial leaf surface. Cvs. 57-422 presented the highest stomatal
density, while the lowest stomatal density was observed in cv. GC 8-35. Not always the
higher stomatal density correspond to a higher rate of transpiration. Unde.r normal
conditions, the lowest values of g occurred in adaxial leaf surface. Also cv. 73-30
combined compacts mesophylls, higher stomatal density and low rates of transpiration.

Due to initial lowest values of water consumption (as reflected by g; and T;), cv. 73-30
conserves water better than the other two cvs. Su;h a drought avoidance ability 1s
reinforced by the lowest transpiration accumulated rate, highest RWC at stomatal closure
and a greater slope of the curves which establish the relationship between leaf water
potential and relative water content. The drought tolerance of cvs. 57-422 and GC 8-35 is
related to a greater decline of () and leaf osmotic potential (v,), lipid stability, low
electrolyte leakage and a better recovery of A ..

Under control conditions, cv. 57-422 grows and produces much more biomass than the
other two cvs.. A significant decrease on growth and biomass production occurred only in
cv. 57-422. Although, due to its initial values, this cv. presented the highest biomass

production under moderate drought conditions. However, in all cases, drought causes a
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change in the normal pattern of biomass partitioning, as reflected by the increase of the
root/shoot ratio. In cv. 57-422, the increase of this ratio was due essentially to a strong
decrease of shoot, while for cv. GC 8-35 this increase was due to a strong increase of root
biomass. In general, leaf biomass was more affected by water stress than stem biomass
(more evident in cv. 57-422). So cv. GC 8-35 seemed to present the best root/shoot ratio
adjustment, since it increased the ability for water absorption and did not significantly
reduce the photosynthetic surface.

Under control conditions, the highest values of WUE occurred in cv. 57-422. In this cv. and
GC 8-35, this parameter significantly increased under moderate water stress conditions and
remained unchanged in cv. 73-30. For cv. 57-422, the increase of WUE was due not only to
a very strong decrease in water consumption, but also to a significant decrease in biomass
production, \‘Nhile for cv. GC 8-35 the increase of this parameter was due to a strong
decrease on water consumption, since biomass production statistically remained

unchanged.

Relatively to gas exchanges, it was founded that, under control conditions, cvs. 57-422 and
GC 8-35 presented the highest values of A_,,, P,, g and T, In generally, P, begun to
decrease earlier than A_,,, which shows the importance of stomatal component in the
beginning of the drying cycle. As regards stomatal behaviour, cvs. presented two strategies.
The first, represented by cvs. 57-422 and GC 8-35, is characterised by higher values of g
and P, under control conditions and strong decreases under drought conditions. These cvs.

presented, despite these decreases, better performances under mild stress. The second,
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represented by cv. 73-30, is characteriséd by low initial values of those parameters and a
slight decrease under drought conditions.

In all studied cvs., thylakoidal-mediated electron transport was affected by water stress,
being PSII more sensitive than PSI. Rubisco activity increased under S1 conditions and
decreased only under S2. Thus, drought effects on photosynthetic machinery were probably
not due to a decrease in rubisco activity under mild water stress.

The energy dissipation cycle involving PSII conditions seemed to be important only in cv.
73-30 under S1. As concerns the cycle involving PSI, cv. GC 8-35 differs from the
remaining cvs., since this cycle seemed to be significantly affected already under SI
conditions and therefore would not play an important role in the dissipation of energy
excess. This cycle might be important for cv. 57-422 under S1 conditions. The Mehler
reactioﬁ and the concentration of the cyt /f increased under S1 conditions only in cv. 73-
30. Consequently, only in this cv., the cycle involving PSI might have been essential for the
dissipation of the excess of energy.

In rehydration cvs. 73-30 and GC 8-35 rapidly regained leaf conductance and transpiration,
while the opposite occurred in cv. 57-422. This help to explain the strong decrease on
water consumption observed in plants of this last cv. submitted to successive drying cycles.
In all cvs. RWC fully recovered 24 h after rehydration. At this time, a overrecovery of
electron transport rates and rubisco activity occurred. However, net photosynthesis fully
recovered later, and an overrecovery occurred only for cvs. 73-30 and GC 8-35. This
overrecovery might be related to the stability of biomass production of the plants of these

two cvs. submitted to successive drying cycles.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUGCAO GERAL
1.1 Propésito

A nossa finalidade ¢ a de contribuir para o conhecvimento das bases morfo-
fisiologicas da resisténcia a seca do émendoim, no dmbito do projecto afim e estender
esse saber aos agricultores do mundo tropical (em particular os de Angola) e do mundo

mediterranico.

1.2 A seca e o Agros Angolano

Como todas as actividades economicas, a agricultura depende de factores
politicos, socio-econdmicos e da criagdo de um conjunto de estruturas que permitamv
produzir € escoar os produtos em condi¢des vantajosas. Porém, nenhuma actividade ¢
tdo sensivel aos efeitos das condigdes ambientais (dos quais se destaca a seca) como o é

a actividade agricola (/ato sensu) e em particular a produgio vegetal.
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A actividade agricola € também sinonimo de agua, até pelo facto de as plantas
serem bastante ineficientes em termc;s de utilizagdo da 4gua absorvida. De facto, sdo
necessarias entre 100-1000g de agua para produzir apenas 1g de matéria seca. Dai que o
solo deva ter uma grande disponibilidade hidrica para permitir as plantas repor
rapidamente os niveis de hidratagio e consequentemente manter o seu normal
funcionamento. Acontece que com esta magnitude de perdas, as reservas hidricas do
solo baixam consideravelmente, podendo entdio ocorrer situagdes de “stress” hidrico, de
que podem resultar redugdes do crescimento vegetal e da produgio da matéria seca. Por
isso, desde ha muito que o homem se tem preocupado com o assunto e, ao longo dos
tempos, diferentes civilizagSes utilizaram os mais diferentes meios para contornar ou
pelo menos minimizar os efeitos da seca sobre a produgdo agricola. Reparemos nas
grandes obras de engenharia do antigo Egipto, nas técnicas de irrigagio e conservagio
de agua adoptadas pelos Aztecas (Mason 1994) e na zonagem do milho e do massango
praticada pelos povos de Angola (Ferrdo et al. 1960, Marcelino 1973, Cruz-de Carvalho
1998).

A seca ¢ um fendmeno bastante comum e Angola ndo foge a regra. Os seus
climas de tipo arido (Bwh) e semi-arido (Bsk), abarcam a faixa costeira ¢ a zona Sul de
altitudes médias e represeﬁtam uma area de 247,54 Km?, equivalente a 19,9% da area
total (ndo incluindo a Baixa de Cassange). E por ironia, é nalgumas destas zonas que
ocorrem as unidades-solo com razoavel profundidade, fertilidade e capacidade de
retencdo de 4dgua. O resto do territdrio angolano encontra-se situado em zonas
associadas a precipitagdes elevadas, onde dominam largamente os solos ferraliticos,
com um menor fundo de fertilidade natural, e que representam 45% da area total do
territério angolano. A estas zonas estdo associadas climas do tipo, Aw (clima tropical de

savana), Cwa (clima tropical de estepe, quente) ¢ Cwb (clima tropical de estepe,
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relativamente quente), representandq 39,5%, 30,1 e 10,5 do total, respectivamente.
Acontece que mesmo nessa zonas, a seca marca presenga.

Uma das caracteristicas da precipitagio em Angola (e portanto da
disponibilidade de agua para as plantas) é o seu caricter marcadamente sazonal e a
ocorréncia, na época chuvosa, das kiangalas (termo kimbundo utilizado, na regido de
Malange, para se referir aos periodos de seca, que ocorrem durante a época chuvosa).
Para além disso, ¢ também importante frisar que as chuvas em Angola ocorrem num
altura do ano em que as temperaturas sdo elevadas (maiores perdas por
eévapotranspiragio) e sdo de caracter torrencial (por maior que seja a capacidade do solo
em absorver e reter a 4gua, o certo & que a precipitagdo efectiva pode ser de facto muito
baixa). Portanto, a seca em Angola é uma realidade, uma questdo de urgéncia social nio
$0 nas zonas dridas e semi-aridas como também nas zonas himidas e sub-humidas, com
a agravante de, relativamente as primeiras, ter havido, nestes {ltimos anos, como
consequéncia da guerra, um afluxo importante de pessoas para as mesmas, o que
significa uma maior actividade agricola numa zona Ja em si deficitiria em agua.
Estamos ja perante um caso de “seca demografica”, de solu¢do complexa. Para além do
fim da guerra e da implementagdo de acgdes normalmente utilizadas para minimizar a
seca, tera que se inverter a tendéncia do éxodo rural. Sera preciso revitalizar o Agros
angolano, permitindo desta forma a valorizagdo do homem rural na perspectiva de um
desenvolvimento integrado que dignifique a sua vida ¢ o prenda a terra.

A luta contra a seca ¢ um dos meios para atingir tal desiderato. Por isso mesmo,
ela inspirou a nossa tese. A agricultura de sequeiro, a mais representativa actividade do
Agros angolano, sera o nosso campo de acgdo, enquanto que o entendimento dos
aspectos morfo-fisiologicos da resisténcia a seca, numa cultura profundamente

enraizada nos habitos alimentares das gentes de angolana, sera o nosso contributo para
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enfrentarmos a seca, quer a nivel da selec¢do, como ao nivel do melhoramento e muito
particularmente, ao nivel da criagdo dum “know how” local, perfeitamente enquadrado
nas redes de investigagdo internacionais. Contudo, antes mesmo de enfrentar a seca
convira em primeiro lugar conhecé-la, isto é, caracteriza-la e enquadra-la nos sistemas
de cultura praticados em Angola. De facto, de acordo com Annerose e Diague (1990), a
caracterizacdo da seca constitui um passo indispensavel para o estabelecimento de
qualquer programa de melhoramento de adaptaciio a seca, tendo os caracteres morfo-
fisiolégicos como objecto da selecgdo, pois entre outras coisas, permite avaliar o real
interesse dos mecanismos de adaptagdo a seca em dado local ¢ em dado sistema de

cultura.

1.3 CondigGes de aridez e a seca em Angola

O termitério angolano encontra-se situadd no continente africano, entre as
latitudes 4-18° S, portanto dentro dos.dominios daquilo que é designado por Mundo
Tropical ou simplesmente Tropicos, sendo a sua maior parte praticamente localizada nas
zonas de climas alternadamente himidos e secos das regides intertropicais de ventos
alisados. Dado o facto de o territério angolano se estender por entre latitudes tio
diferentes apresenta uma grande diversidade de tipos climaticos, comegando pelos tipos
de climas associados a floresta densa humida a Norte, passando por graus de tropofolia
mais ou menos suaves até situagdes de deserto mas a Sul. De acordo com Serralheiro
(1985), a compreensdo da génese ¢ a caracterizagdo das condigdes de aridez em Angola,
passa, por um lado, pelo enquadramento do seu territorio no esquema da circulagio
geral da atmosfera e, por outro, pela analise das influéncias dos factores fisiograficos,
como sejam, a corrente fria de Benguela e a fisiografia do territério.

Como consequéncia da circulagdo geral da atmosfera, verifica-se uma
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diminuigdo das chuvas do Norte para o Sul. Este caracter da precipitagio ¢ acentuado
pela corrente fria de Benguela, cujo efeito se vai atenuando para Norte, 2 medida que tal
corrente aquece e deflecte para Ocidente, afastando-se da costa (Serralheiro 1985). As
zonas do litoral, recebendo ventos vindos do Oriente, os quais foram perdendo
humidade pela sua passagem pelo continente, sdo caracterizadas por baixas
precipitagbes. De tudo isto resulta a ocorréncia de condi¢des de aridez, tanto mais
acentuadas quanto mais proximo do litoral e mais a Sul determinada regido se situar.

A alterndncia de estagdes fica explicada pela localizagdo do centro de altas
pressdes do Atlantico Sul e pelo seu deslocamento anual acompanhando o movimento
aparente do Sol. De acordo com Monteiro (1970), entre meados de Setembro e meados
de Maio, devido a migraqa'io para Sul do centro de altas pressdes do Atlantico Sul e ao
mais rapido aquecnmento do continente, forma-se no interior do territorio angolano um
‘centro de baixas pressdes. Sendo assim, para o interior angolano, nesta época do ano,
dirigem-se ventos carregados de humidade, idos do oceano (o interior angolano fica
exposto a acgdo de massas de ar equatbriais), 0s quais se vio expandindo e condensando
sobre o continente, resultando do facto a ocorréncia de aguaceiros ¢ trovoadas de
frequéncia e intensidade considerdveis: ¢ a estagio das chuvas. Este efeito ¢ acentuado
pela fisiografia do territorio, caracterizada por altitudes crescentes 3 medida que se
caminha para o seu interior. Com efeito, as altitudes crescentes obrigam os ventos a
subirem e a expandirem-se, resultando de tal facto o aumento da pluviosidade para o
interior de Angola. De meados de Maio a meados de Setembro, o centro de altas
pressdes do Atlantico Sul migra para Norte e o interior angolano fica exposto a acgio
das massas de ar quenté € seco que tém origem nos anticiclones subtropicais localizados
sobre 0s continentes e, nessa altura do ano, bem evidentes: ¢ a estagdo seca.

A duragio relativa de cada uma das estacdes antes referida varia com a latitude,
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isto &, verifica-se um aumento da duragio da estagdo seca em relagio a das chuvas a
medida que se caminha para o Sul. Outro aspecto de grande importancia na actividade
agricola € o facto de a estagdo das chuvas apresentar dois maximos de precipitagio, um
que ocorre em Dezembro (durante as chuvas grandes) e outro que ocorre em Margo
(durante as chuvas pequenas). Os dois maximos estio separados por um minimo em que
se verifica uma quebra na precipitagio, dando origem a uma pequena estagdo seca de
duragdo e localizagio no tempo um tanto irregulares designada por “pequeno cacimbo”.
Também a medida que se caminha para o sul, verifica-se uma redugio do tempo das
¢pocas das grandes e pequenas chuvas, as quais tendem a fundir-se numa tnica e, por
via desse facto, a eliminagdo do “pequeno cacimbo”. Se em alguns casos a presenca do
“pequeno cacimbo” ndo chega a notar-se, em outros tem duragio que compromete
decisivamente as culturas de sequeiro. Neste tltimo aspecto reside a nossa preocupagéo,
pois tem-se notado, nos dltimos tempos, uma tendéhcia de aumento da regularidade ¢ da
duragdo deste periodo, como alids ja foi referido por Rela (1992). Também ¢ de destacar
neste espégo, a referéncia de Marcelino (1973) sobre a ocorréncia de periodos de
auséncia de precipitagdo, em Novembro, apos a realiza¢io das sementeiras das grandes
chuvas quando tudo levava a crer que elas ja tinham pegado, as quais apanhando as
plantas “desprevenidas” pdem em perigo as culturas de sequeiro.

Uma vez apresentadas as condigdes de aridez, o que se propde a seguir é a
analise da sua relagdo com o “stress” hidrico, na medida em que podem ocorrer
condigdes de aridez sem que contudo haja “stress” hidrico. Para que este acontega, ¢
necessario também que haja necessidade da agua como recurso natural utilizado pelas
plantas para o seu crescimento e desenvolvimento. Sempre que as necessidades em dgua
(procura) excederem as suas disponibilidades (oferta) haverd um “stress” hidrico.

Valera a pena portanto, antes de mais averiguar como as condigdes de aridez se
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associam com as necessidades hidricas nos diferentes condicionalismos em que a
actividade agricola ¢ exercida em Angola.

Depois de falhada a tentativa que visava a implementagio de um modelo
centralizado de producdo, hoje a fisionomia agricola do pais tende a estabilizar-se no
modelo que a caracterizou até 1974, em que os intervenientes podem ser agrupados em
dois sectores: o empresarial e o tradicional. O sector tradicional, engloba a esmagadora
maioria da populagdo angolana e sobre ele recai a maior parte da produgio dos
chamados produtos pobres, como o milho, a crueira 0 amendoim (jinguba) e outros.
Dado o seu atraso tecnolégico ¢ a falta de recursos econémicos é também o sector mais
sensivel aos problemas resultantes do “stress” hidrico. A sua actividade decorre ao
longo do ano e a ele estdo associados dois sistemas de cultura: o de sequeiro € o de
regadio (“agricultura do cacimbo™).

A agricultura de sequeiro, quantitativamente mais importante que a de regadio,
diz respeito a actividade agricola que decorre durante a estacdo das chuvas em lavras
situadas nos “plateaux” e encostas. Tal actividade abrange um grande leque de culturas,
de entre as quais a jinguba, e é desenvolvida ao sabor das chuvas. E uma época que
pode proporcionar fartura desde que o “pequeno cacimbo” e a auséncia de chuvas, apos
as sementeiras das chuvas grandes, nio se revelem de grande importincia para o normal
desenvolvimento das culturas. Nesta altura do ano, os terrenos que marginam o leito de
alguns rios estdo completamente alagados como resultado da precipitagdo que ndo foi
retida nas zonas de cota mais elevada, ndo sendo por isso aproveitados para a pratica
agricola. Por outro lado, ¢ em consequéncia deste facto, estas baixas sofrem um
enriquecimento através do enateiramento e por acumulagéo de detritos, formando-se,
em consequéncia disto, solos coluvionais muito férteis, designados por hortas, nacas

(em umbundo, regido do Huambo) ou hongas (em kimbundo, regido de Malange).
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No “cacimbo”, os “plateaux” e as encostas ndo podem ser utilizadas para a
explorago agricola, dada a inexisténcia das chuvas e o facto de o lengol freatico ter
baixado consideravelmente. A actividade agricola concentra-se entfio nas hortas, pois,
embora o lengol freatico tenha baixado, o solo retem ainda agua suficiente para garantir
o normal desenvolvimento das culturas. Ha o perigo de ocorrerem desidratagdes na
parte final do ciclo cultural.

A guisa de conclusdo, pode-se dizer que a seca agricola em Angola ¢ um facto,
colocando em perigo as culturas de sequeiro e, porque no “cacimbo” a agua ndo estd
disponivel para as plantas excepto nas hortas, reduz consideravelmente as areas de
cultivo e por consequéncia a produgdo total. Isto no que diz respeito aos climas do tipo
Aw, Cwa e Cwb, pois no que diz respeito aos climas do tipo Bsh ¢ Bwh o problema
pde-se com maior intensidade. Nas zonas sub-himidas, a seca durante a estagdo
chuvosa pode ocorrer em qualquer fase do desenvolvimento da planta e tem geralmente
um cardcter intermitente. Este tipo de seca encontra-se associado a condigdes de
temperatura ¢ intensidade luminosa elevadas (atenuadas de quando em quando pela
presenga de nuvens). A seca do “cacimbo” apanha a parte final do ciclo cultural da
planta e ndo apresenta intermiténcia. Encontra-se associada a condigdes de temperatura

e intensidade luminosa baixas.

1.4 A cultura do amendoim no contexto alimentar das Gentes de Angola
Geralmente neste espago, ¢ normal falar da cultura em questdo como
“redentora”, apresentado-a através da enumera¢do, algumas vezes fastidiosa, dos
beneficios possiveis ¢ “impossiveis” decorrentes da sua exploragdo agricola. Nﬁo
enveredamos por esta via e falaremos da cultura em termos do que realmente ela

representa.
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Uma grande parte do territério angolano, com menores ou maiores limitagdes,
oferece condigdes favordveis ao desenvolvimento da cultura do amendoim (ver
Castanheira Diniz 1991). A quantificagdo relativa da area ocupada pela cultura e do
montante produzido constituem também excelentes indicadores da sua importincia
economica e alimentar para determinada popula¢io. Contudo, ndo ha dividas que o
indicador mais fiel para avaliar a importincia alimentar de uma dada cultura ¢ a
quantidade consumida, associada ou ndo 4 gama de utilizac3es a que ela se presta.

Em Angola, a jinguba ndo é so utilizado como “aperitivo”. Também o ¢, mas
essencialmente € o acompanhamento ideal dos varios farinaceos que fazem parte da
dieta de uma grande parte da populagfio rural angolana. Em condi¢des normais, nas
refeigdes leves, a dieta da populagdo rural angolana engloba efusdes de folhaﬁ, como o
cha de kaxinde, e um leque, ainda assim, variado de fontes de hidratos de carbono,
como sejam a mandioca, o bombo assado ou frito (mandioca previamente posta de
-molho e depois assada ou frita), o inhame e a batata-doce. Como farinaceas que sdo, é
enfadonho comé-los simples e ¢ desequilibrado em termos alimentares acompanha-los
apenas com as ja referidas efusdes. O amendoim aparece entio, para com o seu
agradavel sabor, cumprir com a primeira fungio e, com a sua riqueza em proteinas, ser o
complemento proteico daqueles alimentos. Para além disso, porque rico em Oleo,
equilibra também a dieta através do fornecimento de gorduras, fornecedoras dos acidos
gordos essenciais e veiculos das vitaminas A, D e E (lipossoliveis).

Nao temos dados quantitativos disponiveis, mas podemos afirmar, com quase
toda a certeza, que, em Angola, a jinguba ¢, logo a seguir ao feijdo, a leguminosa mais
utilizada e apresenta mesmo, em relagdo ao feyjdo, algumas vantagens; além de
complemento proteico é também uma fonte de gorduras vegetais, ¢ de mais facil

confecgdo e tem uma maior versatilidade de utilizagdo. Em relagdo a isto ¢ de ressaltar
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em primeiro lugar que, embora as sementes de abdbora segjam também utilizadas, a
Jinguba € de facto o condimento de maior generalizagio, tanto geograficamente como
em relagdo as variedades de pratos (¢, por assim dizer, o “condimento nacional”). Em
segundo lugar, para além disto, a jinguba cozida ou torrada acompanha o milho, a bata-
doce, a mandioca e o inhame (também cozidos ou assados) e ainda o bomb6é assado. A
sua importancia € tanto mais evidente se ressaltarmos o facto de que cada uma destas
combinagdes constituirem, em muitos casos, refeigdes completas de muita gente do
nosso mundo rural. Também pode ser comido s6 (cru, cozido ou torrado no intervalo
das refeicdes) ou ainda como confeitado (doce de jinguba e a “paracuca, muito do
agrado das criangas de Luanda). Em cru, e com mandioca também em cru, aconselha o
saber popular (a nés competira buscar as razes e ndo recusa-lo por complexos elitistas)
como alimento rico para as mies que amamentam.

Para além destas utilizagbes, existe uma que merece destaque especial: a
manteiga de amendoim, por ser industrializada e com aceitagio por exemplo nos
Estados Unidos. Acontece que as popﬁlacﬁes de Angola, ha muito que utilizam na sua
dieta um preparado muito idéntico: a kitaba (por exemplo em Malange e Kuanza-Sul).
A kitaba ¢ na verdade jinguba torrada e esmagada até se obter uma pasta de paladar
agradavel que ¢ comida com os fariniceos antes referidos. Porqué entdo ndo
industrializar a produgdo da nossa kitaba, em vez de importarmos manteiga de
amendoim? Estas sdio para ja, nas actuais circunstincias do pais, as utilizagles da
jinguba, como “food crop”e também aquelas que tém peso especifico real e efectivo na
alimentagio da populagio angolana.

Em termos de utilizagdes potenciais (aquelas que tém, de momento, valor
hipotético), comegaremos por nos referir & produgdo e consumo local de o6leo de

amendoim. A produgio do 6leo de amendoim é uma hipétese a encarar apenas a médio
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¢ longo prazo, ja que nos parece gﬁo ser possivel nos tempos mais proximos a
recuperagdo de todo o sistema necessario para a sua produgdo. Baseando-se nestes
argumento, pode-se dizer o mesmo em relagio ao aproveitamento do bagago (resultante
da extracgiio do 6leo) na alimentagio animal. |

A jinguba tem de facto importincia real no equilibrio da dieta da populacio
angolana. Contudo, e como todas as plantas, tem as suas idiossincrasias € as suas
dificuldades. Reparemos que o préprio trigo - planta sagrada por exceléncia - as tem,
exige microtermia, ¢ susceptivel a doengas, tem curtose, mas unica e tem calcio
quelatizado por excesso de fosforo. Tal como este, a jinguba precisa de cuidados e
correcgdes: as sementes com altas concentragdes proteicas doseiam elas proprias teores
elevados de gordura (Ferrio et al. 1987; Ferrio 1992), apresentam problemas
decorrentes da presenga da aflotoxina (Pinto 1985). Porém, um enquadramcnto
adequado na dieta das pessoas e praticas culturais correctas constituem vias para

solucionar tais problemas.

1.5 Os mecanismos de resisténcia das plantas 3 seca: breve abordagem numa
perspectiva da sua utilizacio no desenvolvimento de métodos de seleccio em
Angola

A luta contra a seca passa pela utilizagio de praticas culturais adequadas, como
por exemplo a irrigagdo, ¢ a utilizagdo de cultivares mais resistentes. A irrigagdo, mais
compativel com as grandes superficies e um certo suporte financeiro (caracteristicas do
sector empresarial), pode ser a alternativa para este sector. O mesmo ja ndo se podera
dizer em relagdo ao sector tradicional, sobre quem recai a maior parte da produgdo desta
cultura. Os fracos recursos € a pulverizagio da sua actividade em pequenas lavras sdo

factores impeditivos. Para o sector tradicional, a solugio passa pela selecgdo e utilizagdo
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das cultivares melhor adaptadas a seca.

A selecgio de genotipos resistentes a seca passa necessariamente pela adopgio
de estratégias e métodos adequados, cuja escolha depende do nivel geral de
conhecimentos, requisitos laboratoriais, disponibilidade de mao-de-obra e da articulagéo
das instituigdes de investigagdo com os centros de decisdo. Nos paises em vias de
desenvolvimento, como ¢ o caso de Angola, e porque nos encontramos numa fase de
rearranque, interessard sobretudo a utilizagdo de métodos simples - que nio sejam muito
exigentes em termos de pessoal qualificado e de laboratérios - € de grande impacto.
Depois de se ganhar uma certa receptividade por parte de quem decide os
financiamentos, poder-se-d4 entio avangar para métodos cada vez mais exigentes.
Também, e isto ¢ muito importante, ndo se pode descurar a integragio dos nossos
trabalhos em projectos internacionais, como forma de adquirir e actualizar 0 nosso
“know how” e ter, por ventura, a possibilidade de utilizar em projectos locais, aparelhos
cuja aquisi¢do seja muito dispendiosa para as hossas reais possibilidades.

A resisténcia a seca é determinada por um conjunto de caracteristicas
morfoldgicas, anatomicas, fisiologicas e bioquimicas (Ahamadi e Puard 1984,
Khalfaoui € Annerose 1986), mais ou menos especificas para cada espécie (Khalfaoui
1985). Sendo assim, a selec¢io de genotipos resistentes, resume-se, no fundo, ao
aproveitamento das informagdes que a natureza nos oferece, facto bem ilustrado nesta
afirmacdo de Blum er a/. (1981) em relagdo ao trigo: “The genetic improvement of
wheat for conditions of drought stress requires an evaluation of specific physiological
attributes related to drought resistance, as a basis for developing a working screening
procedure”. Uma vez realgado este aspecto, valera entdio a pena, fazer um resumo dos
diferentes mecanismos de resisténcia & seca, numa perspectiva da sua utiliza¢dio, como

base para a adopgdo de métodos mais adequados 4 selecgdo de gendtipos resistentes nas
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condigdes de Angola.

A natureza da resisténcia a seca foi e continua a ser objecto de estudo de varios
investigadores e um dos modelos mais detalhados é da autoria de Levitt (1980), em que
as varias respostas das plantas aparecem agrupadas em trés estratégias de resisténcia a
seca, as quais correspondem as plantas que escapam a seca (“drought escape™), plantas
que toleram a seca com elevados potenciais hidricos (“drought avoidance™) ¢ plantas
que toleram a seca com baixos potenciais hidricos (“drought tolerance™). Que
metodologias poderemos, entdo, utilizar (ao nivel das nossas possibilidades) para
identificar os mecanismos de resisténcia a seca das culturas, entre as quais a jinguba (a
nossa “test plant”)?

A andlise de crescimento, como metodologia pouco exigente em recursos
laboratoriais e pessoal qualificado, pode ser adoptada na pesquisa de genotipos
resistentes 4 seca. Através dela pode-se identiﬁcar atributos relacionados com
mecanismos de resisténcia do tipo “escape” e do tipo “avoidance”.

A andlise de crescimento permite avaliar a duragio do ciclo cultural, em
condigdes normais e de seca, e portanto ter uma ideia do grau de “escape” das plantas
em estudo. O “escape”, desenvolvimento fenoldgico rapido, nas condigdes de Angola
serd uma estratégia a considerar por exemplo para as culturas das pequenas chuvas
(sementeiras de Fevereiro-Margo), pois as cvs. mais precoces nio correm o risco de
prolongarem o seu ciclo de vida para além da época das chuvas. Em relagdo as
sementeiras das grandes chuvas (Setembro-Novembro), tera pouca importincia nos anos
em que as secas de Novembro ¢ do “pequeno cacimbo” forem de grande importincia.
Nestas circunstincias, o recurso a mecanismos de defesa do tipo “avoidance” ou
“tolerance” pode ser a via mais eficaz.

“Drought avoidance™, de acordo com Ludlow (1987), consiste numa estratégia
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em que as plantas promovem um conjunto de respostas que lhes permite nfio expor os
seus protoplasmas a desidrata¢les severas. A altera¢do da razdo raiz/parte aérea, como
resultado do aumento da biomassa radicular ¢ redugdo da biomassa foliar, pode permitir
a planta uma melhor conservagio da agua e um certo atraso na “instalagdo” do “stress”
hidrico. Um dos campos de intervengdo da analise de crescimento ¢ precisamente o de
permitir analisar o efeito de factores adversos, tais como a seca, sobre a partigio dos
assimilados, sendo por isso uma metodologia adequada para ajudar a diferenciar
genotipos relativamente a sua capacidade de conservagdo da agua. A estes estudos
podem-se associar estudos de quantificagdo do consumo de dgua, o que permitira obter
informagdo sobre a evolugdio da transpiragio da planta inteira e da eficiéncia do uso da
4dgua (WUE). Os dois pardmetros podem ser utilizados como indices de resis.téncia a
seca. A evolugdo da transpiragdio ao longo de um dado periodo de seca fornece-nos
indicagdes sobre a “habilidade” da planta em gerir a 4gua de que dispde ¢ em ultima
instdncia sobre o tempo necessario para a esgota-la, sendo esta caracteristica utilizada
como critério de resisténcia a4 seca (McCree 1989, Nunes 1967). A WUE tem a
limitagdo de ndo nos poder fornecer muita informagio sobre a competitividade ou
vantagens de um genotipo sobre o outro, em termos de produgdo, ja que o aumento da
WUE pode significar uma restrigdo do crescimento (Hubick er a/. 1986). Tem contudo a
virtude de nos poder dar uma ideia da variagio genétipica quanto a capacidade de
produzir matéria seca por unidade de agua transpirada, facto de capital importancia para
a sobrevivéncia e produtividade das plantas que se desenvolvem, em condigdes de seca,
sendo por isso‘a sua determinagéo utilizada como precioso instrumento nos trabalhos de
selecgdo varietal (McCreen ef al. 1989, Bethenod ef al. 1991, Read et al. 1991, Ehadie
el al. 1993, Wright et al. 1994). Para além da redugio das perdas de agua, via inibigdo

do crescimento foliar, ha ainda que considerar a senescéncia foliar (também
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quantificada pela analise de crescimento).

O estratégia do “drought avoidance” tem no controlo estomatico a sua principal
componente. Contudo, o fecho dos estomas a longo prazo pode-se revelar nefasto para a
planta, pois conduz a um decréscimo na taxa do processo do qual em dltima instincia
depende o crescimento vegetal e a produgdo da biomassa: a fotossintese (através da
reducdo na absor¢do de CO,, do aumento da temperatura foliar ¢ do estimulo da
produgdo de radicais livres de oxigénio). A analise de crescimento também permite
quantificar os efeitos da seca sobre as taxas de crescimento e sobre a produgdo da
biomassa total e a partir destes obter informagdo sobre as diferentes estratégias de
crescimento utilizadas pelas plantas no sentido de melhor se defenderem contra a seca.

A estrutura do meséfilo, concretamente a sua densidade, tem importincia na
conservagdo da dgua. Um mesofilo compacto e com poucos espagos intercelulares,
embora seja‘ mais dispendioso em termos energéticos, é em principio relativamente mais
eficaz em termos de redugdo da transpiracﬁq e em termos de taxas fotossintéticas, neste
ultimo caso, se a maior densidade estivér assoéiada a um maior nimero de cloroplastos.
Informagdes sobre a densidade do mesofilo podem ser obtidas via andlise de
crescimento através da quantificagdo da area foliar especifica. E evidente que existem
outros métodos para obter informago mais precisa sobre esta caracteristica anatémica e
sobre a espessura e natureza quimica da cuticula; tém contudo a desvantagem de
requererem procedimentos mais exigentes.

A analise de crescimento tem as suas limitagdes, exige uma grande uniformidade
do material vegetal em estudo, consome muito tempo, ocupa muito espago € muita mio-
de-obra, para além do facto de, dada a diversidade dos atributos da resisténcia a seca,
ndo poder abarcar todos aspectos envolvidos na selec¢do de genotipos resistentes a este

“stress”” ambiental.
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Ensaios mais simples, ao alca_nce das nossé possibilidades, necessitando apenas
de uma observagio cuidadosa, podem fornecer informagdes importantes sobre certos
mecanismos de defesa do tipo “avoidance™ como sejam a tricofilia, a argentofilia e
heliotrofilia (via mais flexivel que a senescéncia e a redugio do crescixﬁento foliar) e
que tém como fungdo reduzir a absorgdo da energia solar e consequentemente reduzir a
transpira¢dio, bem como, prevenir a ocorréncia de situagdes de fotoinibigdo.

A maior ou menor capacidade que as plantas tém para conservarem a agua pode
também ser posta em evidéncia através de um método simples (necessita de uma
balanga analitica, condi¢des estiveis de luz, temperatura ¢ humidade): o método de
Hygen (1951), do qual podemos extrair informagdes sobre o valor critico do teor
relativo de agua ao qual se processa o encerramento estomatico, ¢ da contribuigio das
componentes cuticular e estomatica na transpiragio total.

O facto do fecho dos estomas ser das primeiras respostas a seca faz da
fotossintese um dos alvos preferenciais deste “stress” ambiental. A sua quantificagio
constitul um critério para a selec¢io varietal em relagfio a resisténcia a seca. Esta
quantificagdo esta hoje muito facilitada, gragas ao aparecimento dos medidores portateis
da fotossintese (IRGA). Estes aparelhos medem também, outros pardmetros importantes
para a identificagdo dos atributos associados a estratégia do “drought avoidance”,
nomeadamente, a condutincia estomatica, a transpiragio e a temperafura foliar, de
maneira que se podem estabelecer correlagdes importantes entre estes € outros
parametros ao longo de ciclo(s) de desidratagdo e obter informagdes importantes sobre a
sensibilidade a seca dos gendtipos objecto de estudo. Deles podemos ainda obter
informagdes relativamente ao efeito da seca sobre a fotossintese liquida, o ponto de
compensagdo para o CO,, a eficiéncia da carboxilagio, a eficiéncia quéntica ¢ a

respiragdo as escuras. A utilizagio do IRGA tem a vantagem de permitir determinagdes
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in vivo nas mais variadas condigdes. Tem a desvantagem de as medigdes serem
instantdneas. Apesar do seu custo, é um aparelho em que vale a pena investir mesmo
nas nossas condigoes.

A estratégia do “drought tolerance” ¢ observada em plantas cujos tecidos sdo
capazes de suportar fortes desidratagdes. Esta estratégia tem a ver com a estabilidade
das membranas celulares aos danos provocados pela seca. Na pratica tal estabilidade
mede-se, através da quantificagdo da fuga de electrélitos em discos foliares previamente
sujeitos a4 seca imposta de varias formas. A utilizagdo do polietilenoglicol
(Premachandra et al. 1987a, 1987b, 1988) tem a vantagem de impor, de forma rapida,
um mesmo nivel de desidratagiio a todos os genétipos em estudo. E uma metodologia
perfeitamente ao nosso alcance.

O facto de as membranas serem constituidas fundamentalmente por lipidos e
proteinas, e portanto a sua estabilidade depender, de certa forma, do teor, composicdo e
estabilidade destes compostos, muita atengdo tem sido dada aos efeitos degradativos da
seca sobre os libidos. O grau de resisténcia a peroxi'daqzéo dos lipidos constitui uma
forma de quantificar a estabilidade dos mesmos, e por consequéncia das membranas, ao
ataque dos radicais livres de oxigénio (Price et al. 1991, Celikel et al. 1995) em
condigdes de seca. Acontece que esta é uma forma indirecta a qual pode conduzir a
interpretagdes incorrectas, pois em muitos casos degradagdo e sintese podem estar a
processar-se em simultinco. Assim sendo, a quantificagdo dos lipidos das membranas
tilacoidais serd o processo mais directo, podendo ser utilizada nas nossas condigdes,
uma vez ponderadas certas questdes de natureza técnica e financeira. O mesmo pode ser
dito em relagio as proteinas, cuja determinagdo ¢ relativamente mais facil.

Durante a seca, dado o fluxo carboxilativo nio acompanhar o fluxo foténico,

criam-se condi¢des de excesso de energia com consequéncias negativas para o normal
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desenvolvimento das plantas, dado 0s danos causados as membranas celulares pelos
radicais livres de oxigénio. As plantas defendem-se através de mecanismos que
conduzem a diminui¢io da quantidade de radiagdo solar absorvida (tricofilia, a
argentofilia e heliotrofilia, dos quais ja falamos), de mecanismos que tém por fungio
dissipar 0 excesso de energia absorvida ou ainda que tém como fungdo eliminar as
formas altamente reactivas que se possam formar.

A importéncia da utilizagdo da técnica da fluorescéncia da Chl a reside no facto
de permitir estudar a planta in vivo, nas mais diversas situagdes, e obter informagdo
sobre os problemas ocorridos nos varios “sectores” responsaveis pela transformagéo da
energia fotonica em energia quimica (por exemplo as antenas e os centros de reacgdo do
PSII), o que podera ajudar a classificar 0 material vegetal no que respeita a4 sua
resisténcia a seca. Esta técnica exige a disponibilidade de um aparelho, que é caro e de
utilizagio muito especifica. Contudo, o volume de informagdes que nos pode fornecer
aconsclha a sua utiliza¢iio ainda mesmo na fase inicial dos projectos.

Os estudos sobre os mecanismos de dissipagio de energia podem ser
complementados com a determinagdo do teor de carotendides, das taxas de transporte de
electrdes da fotossintese (reacgdes de Hill € Mehler em suspensdes cloroplasticas) e da
concentragdo de componentes da cadeia de transporte de electrdes (PQ-9 ¢ cits bssonp,
bssarp, bsss € f). Estas determinagdes fornecem igualmente informagdes acerca do efeito
da seca sobre o transporte de electrdes da dgua para a ferrodoxina e permitem ainda tirar
ilagbes sobre a actividade do ciclo de dissipagdo de energia envolvendo o PSII e a
fotofosforilagdo ciclica. Acontece que, num futuro préximo, ndo nos parece ser facil
reunir os meios humanos e laboratoriais necessarios a implementagio bem sucedida
destas metodologias, principalmente a que tem como objectivo a determinagio das

reacgdes de Hill e Mehler.
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A estabilidade da capacidade fotossintética ¢ também utilizada como  um
indicador da resisténcia a seca. Este parimetro ¢ determinado através de métodos
polarograficos (electrodo de oxigénio). Tais determinagbes ndo permitem uma grande
volume de informag&o, sdo morosas ¢ feitas em discos foliares (portanto, ndo sdo in
vivo).

Outra via, também muito utilizada (Navari-Izzo et al. 1993, Zhang et al. 1994,
Allen 1995, Brown et al. 1995, Sgherri ef al. 1995), diz respeito a andlise do efeito da
seca sobre a produgdo e controlo dos radicais livres de oxigénio através da quantificagéo
da actividade das enzimas envolvidas em tais processos, como por exemplo a catalase, a
superoxido dismutase, a ascorbato peroxidase e a glutationa reductase. Estas
determinagdes sdo morosas, exigem uma certa rotina e pessoal qualiﬁcado,- o que
desencoraja a sua utilizagdo num futuro muito pr()ximo.

A recuperagio das actividades fisiologicas ép(’)s a reidratacdo reflecte o balango
entre a necessidade de reconstrugdo das estruturas danificadas pela seca e a sua
reactivagdo (Moreira ef a). 1990) e pode ser utilizada para a avaliagio da estabilidade
das membranas celulares e da fotossintese liquida, utilizando para o efeito um IRGA ou
um fluorimetro.

As curvas que relacionam o teor hidrico relativo com o potencial hidrico e seus
componentes permitem-nos obter informagdes sobre o grau de “drought tolerance™ e
“drought avoidance” das plantas. De acordo com varios autores (Sanchez-Dias e
Kramer 1971, Jones et al. 1981, Ritcher ¢ Kikuta 1989, Turner ¢ Henson  1989), as
plantas que resistem 4 seca com baixos potenciais hidricos € com paredes rigidas
apresentam desenvolvidos em maior grau os mecanismos do tipo “tolerance”, enquanto
que as plantas que resistem a seca com altos potenciais hidricos € possuem paredes

elasticas apresentam desenvolvidos em maior grau os mecanismos do tipo “avoidance”.
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O instrumento utilizado ¢ a cidmara de pressﬁov (Scholander et al. 1965), muito
importante no estudo das relagdes hidricas e portanto uma prioridade (mesmo nas
nossas condigoes).

O ajuste osmético tem sido utilizados como indicador da resisténcia & seca
(Lesley 1981, Morgan 1983, Manns 1988, Premachandra ef al. 1992, Wang ef al. 1993).
A determina¢do do potencial osmético e da concentragio de certos solutos,
nomeadamente agucares soltveis e prolina, podem dar-nos uma ideia da sua magnitude.
Estas determinages constituem também uma prioridade com grandes probabilidades de

materializa¢8o a curto prazo.
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CAPITULO 2

ASPECTOS ONTOGENICOS, MORFOLOGICOS E
ANATOMICOS: SUAS IMPLICACOES NA RESISTENCIA
A SECA

2.1 INTRODUCAO

Muitd embora se dé mais ateng3o aos aspectos fisiologicos, o certo é que ndo se
deve perder de vista que a sobrevivéncia e a produtividade das plantas em condigdes de
seca sO ¢ possivel mediante uma resposta integrada das mesmas, envolvendo,
nomeadamente, as componentes fisiologica, morfologica e anatomica. Contudo, dada a
natureza do estudo destes trés niveis de organizagfio, as tentativas para uma melhor
compreensdo do funcionamento das plantas tendem a centrar-se mais nos seus processos
internos do que nas estruturas nas quais eles se desenvolvem. Por isso, segundo Kaoru e
Rayan (1990), Hodgson er al. (1993), Hudak e Patterson ( 1995), o significado dos
atributos morfo-anatémicos tém sido subvalorizados, isto apesar de serem capazes de

nos fornecerem de forma antecipada informagées preciosas do 4mbito fisiologico e
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ecologico.

A natureza dos caracteres m01"fol_(')gicos ¢ anatomicos, bem como a sua evolugido
ontogenica reflectem estratégias de sobrevivéncia, que mais ndo sdo do que experiéncias
evolutivas no sentido da adaptagio dos vegetais as condi¢des ambientais prevalecentes
nas mais diferentes regides do globo. Por estes factos, € no que diz respeito a seca, dada
a influéncia dos factores antes mencionados sobre a maior ou menor predisposicﬁo dos
genotipos a este importante constrangimento da produgdo agricola, pretende-se, neste
capitulo, fazer a caracterizagdo ontogénica, morfologica e anatémica das cvs. em

estudo, para a posteriori inferir sobre a capacidade de adaptagio a seca.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Germinagiio, repicagem, condi¢des gerais de crescimento e realizacio das
colheitas

A germinagdo ocorreu em placas de Petri, colocadas numa estufa durante trés
dias a temperatura de 25°C, conforme Annerose (1990). As sementes assim germinadas
foram depois repicadas, uma por vaso de 1,5 L, contendo um substrato constituido por
uma mistura de Trio-hum e vermiculite numa propor¢io de 5:4. Os vasos foram
colocados em cima de bancadas méveis com cerca de 1m de altura. A capacidade de
vaso" (“CC”) foi determinada pesando os vasos 24 horas apos terem sido regados até 3
escorréncia e deixados a sombra, de acordo com Matos et al. (1983).

As plantas desenvolveram-se, em condi¢des proximas das naturais, de Junho a
Setembro, numa estufa com redes laterais, de forma a permitir uma melhor circulacdo
do ar. Semanalmente era-lhes fornecida uma solugdo nutritiva (Hoagland e Snyder
1933), sendo regadas sempre que necessario, para que se mantivessem em boas
condigdes hidricas, isto €, proximo de 90% da “CC”.

Foram realizadas trés colheitas, aos 30, 40 e 70 dias depois da repicagem. As

plantas foram retiradas dos vasos com todo o cuidado possivel para minimizar as perdas
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de material radicular. Depois, cada uma delas foi separada nas suas partes constituintes,
isto €, raiz, caule, folhas e frutos (a pz;rtir do momento em que passaram a existir). Todo
este material vegetal foi colocado, separadamente, em cartuchos de papel perfurados,
previamente preparados e contendo toda a informagdo necessiria para a sua
identificagdio. Os cartuchos foram, em seguida, colocados a secar numa estufa a 60 °C,
durante 48 horas, apds o que se procedeu a determinagio do seu peso seco numa
balanca analitica. Assim foram quantificadas a biomassa radicular (Wy), caulinar (Wc)
e foliar (Wg). Com base nesses pardmetros, calculou-se a biomassa total acumulada ou
matéria seca total ou ainda simplesmente biomassa total (TDM) e as razdes raiz/parte
acrea e folhas/caules. O peso das vagens foi determinado apés secagem das mesmas ao
ar livie. A determinagio do peso de 100 grios (P) foi feita pesando amostras

constituidas cada uma por 100 sementes.

2.2.2 Determinagiio da drea foliar e do niimero de folhas
A area foliar (A), assim como o numero de folhas (Ny) foram determinados
utilizando para o efeito um medidor automatico de area foliar (Mk2, Delta T Device,

England).

2.2.3 Cilculo dos indices de crescimento

Para o estudo da produgdo de matéria seca, sua parti¢io pelos diferentes orgios
das plantas e taxas de crescimento, em cada colheita, utilizou-se o método classico de
analise de crescimento proposto por Kvet et. al. (1971). Os incrementos de biomassa
entre as colheitas (dw) foram calculados pela diferenga de peso seco (Ps) entre clas e
expressos em gramas (g). A drea foliar especifica (SLA) foi calculada pela razio entre a

area da folha e o peso seco correspondente, sendo portanto expressa em unidades de
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area por unidade de peso (cm’ g"). A razio de peso foliar (LWR) foi calculado pela
razio entre o P das folhas € o P tot;d da planta, sendo portanto expressa em unidades
de peso por unidade de peso (g g’l), enquanto que a razio de area foliar (LAR) fo1
calculada pelo quociente entre a area foliar e o P total da planta ¢ expressa em
unidades de 4rea por unidade de peso (m’ kg). A taxa liquida de assimilagdo ou taxa de
assimilagdo aparente (NAR) foi calculada pela razio entre o dw entre as colheitas em
questdo e o produto entre a 4rea foliar € o tempo (em dias) decomrido entre essas
colheitas, sendo por conseguinte expressa em unidades de peso por unidade de area e de
tempo (g m™ dia™). A duragfo da area foliar (LAD) foi calculada através do produto da
area foliar média das duas colheitas em questdo (A1+A2)/2 pelo nimero de dias entre
elas, sendo portanto expressa em dm’ dia. Finaimente, a taxa relativa de crescimento
(RGR) foi calculada pelo produto entre 0 NAR e o LAR, sendo portanto exXpresso em

unidades de peso por unidade de peso e de tempo (mg g™ dia™).

2.2.4 Determinacio das trocés gasosas

A determinagdo da condutincia (g:) ¢ da taxa de fotossintese liquida (P,) foi
efectuada utilizando para o efeito um Sistema Portatil de Medigdo de Trocas Gasosas
(L1 - 6200, Licor, Lincoin USA).

A agua consumida por vaso (AC) foi determinada gravimetricaimente {conforme
se descrevera pormenorizadamente no Capitulo 4). A eficiéncia do uso da agua a longo
prazo (WUE) foi calcuiada pela razio entre a produgdo da biomassa, expressa em g, € a
agua consumida, expressa em kg (conforme se descrevera pormenorizadamente no
Capitulo 4).

A capacidade fotossintética (An.x) foi determinada num eléctrodo de oxigénio

(LD2, Hansatech, Kings Lynn, UK) em 5 discos foliares iotalizando uma drea de 2,5
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cm’, os quais foram sujeitos a condigdes saturantes de CO; (= 7 e 15%) e luz saturante
(1800 umol m? s™). As determinagdes foram realizadas a uma temperatura estabilizada
de 25 °C. O CO; foi fornecido a partir de 400 pl de tampdo de carbonato/bicarbonato
(2M). Por vezes, a quantidade de CO, fornecida pelo tampdo pode ndo ser suficiente
para vencer completamente a barreira estomatica, nas plantas em “stress”, € por outro
testemunha. Por estes motivos fez-se um teste prévio para determinagio da
concentragdo de CO, realmente saturante nos dois tratamentos tendo-se chegado a
conclusdo de que o tampdo era suficiente para que os discos das plantas testemunha
atingissem a satura¢do, enquanto que aos discos das plantas em “stress” era preciso um

fluxo adicional de CO,, para perfazer uma concentragio de 15%.

2.2.5 Determinacio da frequéncia estomatica

A contagem dos estomas foi feita em folhas bem desenvolvidas. Para tal,
utilizaram-se moldes da epiderme dos folioios obtidos com a ajuda de verniz. Com estes
moldes, fizeram-se prepara¢des simples, as quais foram posteriormente observadas num
microscopio optico com uma ampliagdo 250x para contagem dos estomas, sendo o

niimero destes expressos por mm’.

2.2.6 Observacio dos tropismos e coloracgiio das piginas das folhas
A observagio dos tropismos e coloragio das paginas das folhas foi registada em
fotografias obtidas através de uma camara fotografica e reveladas segundo os métodos

convencionais.
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2.2.7 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos éados, aplicou-se, aos pardmetros estudados, uma
analise de variéncia (ANOVA) com dois factores com um nivel de confianga de 95%.
Baseado nos resultados da ANOVA, utilizou-se o teste de Tukey para a comparagdo de

medias entre os gendtipos (r, s, £) ou dias apés a repicagem (g, b, c).

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Algumas caracteristicas fisiologicas e agronémicas das cvs. estudadas

Tab. 2.1 Algumas caracteristicas fisiologicas e agronomicas das cvs. estudadas, nomeadamente o peso de
100 graos (P, g), produgdo de vagens por planta (peso determinado apds secagem das mesmas e expresso
em g), capacidade fotossintética (Ams, pmol O, m™s™), condutancia estomatica (g, mmol H,0 m™s™),
taxa de fotossintese liquida (P,, pmol CO, m'zs'l), agua consumida (AC, g de H,0), eficiéncia uso do uso
da agua (WUE, g de matéria seca produzida por kg de agua consumida). Cada valor representa a média +
SE (n=5).

Cv. P Producio A i g, P, AC WUE

' (vagens)
57-422 5910 1,7+01 35+0 544 £ 5 16+0 095+£00 42+0,0
73-30 41 +1 0,6 +0.1 29+1 2875 940 0,58 +0.1 3,8+0,3
GC 8-35 370 1,7+0.1 4012 452 +6 14+1 0,76 £ 0.1 29402

Relativamente ao P, uma forma para avaliar a quantidade de reservas da
semente, a cv. 57-422 diferenciou-se das outras por ter apresentado os valores mais
elevados (Tab. 2.1). No tocante a Amix, 8., Pn € AC, as cvs. 57-422 ¢ GC 8-35
apresentaram os maiores valores, 0 mesmo acontecendo também em relagdo a produgdo

de vagens (Tab. 2.1). Os maiores valores de WUE verificaram-se nas cvs, 57-422 e 73-

30.
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2.3.2 Evolugio da biomassa total e duracéo do ciclo cultural

Para a caracterizagdo aproxix;lada da dura¢do do ciclo cultural, utilizamos a
floragdo efectiva (quando mais de metade das plantas jase encdntrava em floragdo) e o
aparecimento das vagens. As vagens apareceram aos 70 dias (Tabs. 2.2-2.3), em 2/3 dos
vasos na cv. GC 8-35 e em 1/3 dos vasos na cv. 73-30, enquanto que a cv. 57-422 foi a
unica que ndo apresentou vagens a altura da Gltima colheita. Portanto, tendo em conta o
inicio da floragdo ¢ o aparecimento das vagens, verificou-se uma maior precocidade da
GC 8-35, relativamente a 73-30, e destas duas em relagdo a 57-422, como alids ¢ seu

comportamento em condi¢des de campo (Khalfaoui, comunicagdo pessoal).

Tab. 2.2 Evolugdo do peso das vagens (fruto), da biomassa radicular (Wg), caulinar (W), foliar (Wg) e
total (TDM) ao longo do ciclo cultural. Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a, b e ¢
representam diferengas significativas entre as colheitas, realizadas aos 30, 40 e 70 dias apos a repicagem
das plantulas, enquanto que as letras 7 e s representam diferencas significativas entre as cvs. em cada

colheita.

Dias apés a repicagem das plantulas

Cv. 30 40 70
57-422 Wg 0217+£0,0387 039940022  0,458+0,031 @
We 0,508 + 0,059 " 1,042 £ 0,081 &9 2,780 + 0,155 @
Wi 0,537 + 0.074 €0 1,119+ 0,105 &9 3,207 + 0,240 "
Vagens - - -
TDM 1,263 + 0,170 ©° 2,532 +£0,19209 6,446 + 0,364 &
73-30 Wr 0,268 + 0,014 &0 0,271 + 0,006 &9 0,282 + 0,025 @
We 0,506 £0,018 ™ 0,764 + 0,049 ®» 2,075 40,123 @
Wr 0,591 + 0,019 ®» 0,783 + 0,034 @ 1,597 +£ 0,198 &
Vagens - - 0,023 + 0,001
TDM 1,365 + 0,025 ® 1,818 £ 0,089 ® 3,977 0,260
GC8-35 Wy 0,201 £0,010 ™ 0,251 +0,019 @ 0,288 £0,014 &
W 0,434 + 0,016 0,720 + 0,060 & 1,947 + 0,047 @
Wi 0,437+0,018% 0,794 + 0,060 " 1,639 £ 0,068 *
Vagens - - 0,065 £ 0,010
TDM 1,072 £0,012¢" 1,765 £ 0,13 ® 3,939 + 0,135 @
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A TDM (Tab. 2.2) variou ao longo do ciclo cultural, tendo as cvs. apresentado,
entre si, algumas diferengas. No inicéo do referido ciclo (até a 1* colheita) a TDM foi
maior nas cvs. 73-30 e 57-422, as quais nio apresentaram diferengas significativas entre
si, enquanto que os menores valores foram observados na cv. GC 8-35. Mas dai até aos
70 dias, a quantidade total de biomassa acumulada pela 57-422 foi, de longe,
significativamente mais elevada do que a acumulada pelas outras duas, as quais ndo
diferiram significativamente entre si. Em termos gerais, destaca-se pois a maior

acumulagio de TDM, a partir da 3 colheita (40° dia).

2.3.3 Evolugio da biomassa radicular, caulinar, foliar e total ao longo do ciclo
cultural
A WR (Tab. 2.3) apresentou ao longo do ciclo cultural as menores percentagens

Tab. 2.3 Evolugdo da percentagem de biomassa radicular (Wy), caulinar (W) e foliar (W) ao longo do
ciclo cultural Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a, b e ¢ representam diferengas
significativas entre as colheitas, realizadas aos 30, 40 e 70 dias apds a repicagem das plantulas, enquanto
que as letras r e s representam diferengas significativas entre as cvs. em cada colheita.

Dias apos a repicagem das plintulas

Cv. 30 40 70

57-422 Wy 17 £ 0,0 15,1 £ 0,09 7,1 £0,1 %0
Wc 40,5 + 0,0@" 40,1 + 0,0 43,2+18@
W 4,5+0,0®9 44,1+ 0,00 49,7+ 1,749
Vagens - - -

73-30 Raiz 19,6 + 0,0 ™ 15,0 + 0,00 7,1+£0.2©"
Caule 37,1+ 0,0 41,9+00®0 52,5 +3,6@
Folhas 43,3 +0,02 @0 43,1 +0,0® 39,9 +3,1@
Vagens - - 0,58 +0,1

GC 8-35 Raiz 18,7+ 0,0 @& 14,2 + 0,07 7,3 0,19
Caule 40,5 + 0,0 40,8 £0,0® 49,5 + 0,6
Folhas 40,8 £ 0,0 @ 45,0 + 0,0 41,6 +£0,4@
Vagens - - 1,6 0,2

relativamente ao peso total. A 3? colheita, a sua percentagem decresceu acentuadamente.
Verificou-se, em todas as cvs., inicialmente uma maior tendéncia para a produgio de

folhas, relativamente aos caules e depois o contrario, apenas nas cvs. 73-30 e GC 8-35
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(Tab. 2.2-2.3). A cv. 57-422 apresentou uma maior Wr (Foto 2.2).

2.3.4 Evolugio das razdes raiz/parte aérea e folhas/caules ao longo do ciclo cultural

A razdo raiz/parte aérea (Fig. 2.1) foi sempre inferior a unidade em todas as cvs.
estudadas. Os seus maiores valores foram observados na cv. GC 8-35 na 12 colheita. Na
2* colheita, esta razdio, decresceu significativamente, nas cvs. 73-30 ¢ GC 8-35,
enquanto que na cv. 57-422 ela se manteve quase inalterada. A 3* colheita decresceu

significativamente em todas as cvs.

057-422 M73-30 mCG 8-35

(br)(esr) (e;r)

30 40 70

Dias ap6s a repicagem das plintulas

Fig. 2.1 Evolugdo da razio raiz/parte aérea ao longo do ciclo cultural. Cada valor representa a média + SE
(n=5). As letras a, b e c representam diferengas significativas entre as colheitas, realizadas aos 30, 40 e 70
dias apos a repicagem das plantulas, enquanto que as letras 7 e s representam diferencas significativas
entre as cvs.em cada colheita.

A razdo P das fo'has/ P, dos caules ou, simplesmente, raz3o folhas/ caules (Fig.
2.2) foi superior a unidade, em todas as cvs., até a 2° colheita, ndo se tendo verificado
diferencas significativas entre elas. A 3* colheita esta razio decresceu
significativamente nas cvs. 73-30 e GC 8-35 (atingindo valores inferiores a unidade),
enquanto que, na cv. 57-422, se manteve inalterada, apresentando portanto, esta cv., os

maiores valores.
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057-422 m73-30 MGC 8-35
14 -
(ax) ar)
(ar)
(ayr (ar) (a;r)
14
06 +
0,2 —t
30 40 70
Dias apos a repicagem da plantulas

Fig. 2.2 Evolugdo da razdo folhas/caules ao longo do ciclo cultural. Cada valor representa a média + SE
(n=5). As letras a e b representam diferengas significativas entre as colheitas, realizadas aos 30, 40 e 70
dias apos a repicagem das plantulas, enquanto que as letras » e s representam diferencas significativas
entre as cvs. em cada colheita.

2.3.5 Evoluciio de alguns indices de crescimento ao longo do ciclo cultural
Em todas as cvs., o LAD aumentou com a idade das plantas (Tab. 2.4) e os

Tab. 2.4 Evolugdo da dura¢do da area foliar (LAD, dm’ dia), taxa de assimilagio aparente (NAR, g m™
dia™) e da taxa de crescimento relativo (RGR, mg g™ dia™) ao longo do ciclo cultural (entre os 30 e 40
dias e entre os 40 e 70 dias apos a repicagem das plantulas). Cada valor representa a média + SE (n=5).
As letras a e b representam diferencas significativas entre os intervalos de tempo antes mencionados,
enquanto que as letras #, s e f representam diferengas significativas entre as cvs. em cada intervalo de
tempo.

Dias apés a repicagem das plantulas

Cv. 30-40 40-70
57-422 LAD 152 + 1,5%9 96,2 +7,5 @9
NAR 10,9+ 1,3 @0 7.1 £0,4 ®0
RGR 101 + 10,9 @0 52+9,7®0
73-30 LAD 13,3 £ 0,9 ™ 58,0 + 4,749
NAR 3,7+0,7® 52+0,7 @
RGR 33 £4,1@ 40 + 4,09
GC 8-35 LAD 14,8 + 0,57 76,1 £3,2 @
NAR 6,6 + 1,0 @ 3.8+0,5 %%
RGR 65 + 10,6 @9 4] £8,5@"

valores mais elevados foram observados nas cvs. 57-422 e GC 8-35. No que diz respeito
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a NAR (Tab. 24), veﬁﬁcou—se que este indice de crescimento decresceu
significativamente com a idade das blantas nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 e ndo foi
significativamente alterado na cv. 73-30. Na primeira fase do ciclo (3040 dias), a cv.
57-422 apresentou as maiores taxas de RGR (Tab. 2.4). O peso inicial da GC 8-35 foi o
mais baixo (Tab. 2.4) e, talvez por isso, é que, apesar de apresentar valores elevados de
RGR, nesta fase do ciclo, tenha atingido valores de TDM semelhantes aos da cv. 73-30,
a qual apresentou os mais baixos valores destes parimetros. Depois, no periodo de
tempo entre os 40 e 70 dias, o RGR da cv. 57-422 ¢ da GC 8-35 decresceram
significativamente, relativamente ao periodo anterior, enquanto que o da 73-30 ndo foi
significativamente alterado. Portanto, a cv. 57-422 apresentou, relativamente ds outras
duas, maiores taxas de crescimento (Tab. 2.3), a maior acumulagdo de TDM e'Wp em

todas as fases do ciclo cultural (Tab. 2.2).

Tab. 2.5 Evolugdo da area foliar especifica (SLA, cm” g), razio do peso foliar (LWR, g g"), razio de
area foliar (LAR, m’ kg™"), area foliar (A, cm® ) e numero de folhas (Fn) ao longo do ciclo cultural. Cada
valor representa a média + SE (n=3-5). As letras a, b e ¢ representam diferengas significativas entre as
colheitas, realizadas aos 30, 40 ¢ 70 dias ap6s a repicagem das plantulas, enquanto que as letras ¥ ¢ s
representam diferengas significativas entre as cvs. em cada colheita.

Dias apés a repicagem das plintulas

Cv. 30 40 70
57-422 SLA 219+ 17,2 @ 167 £7,4®9 142 +0,0
LWR 0,425 + 0,0 ®° 0,441 + 0,0 ™0 0,446 £ 0,1 ®0
LAR 93 +6,7 @ 74 £ 83 @9 71 £2,5 09
Ay 117 + 14,9 ” 186 + 16,0 ® 455 + 34,0 @9
Fx 49 +1,0®0 78 £5,6 ®" 174 £ 27,4 @0
73-30 SLA 214 +19,3 @ 177 0,0 @ 155 + 15,1 &
LWR 0,433 £ 0,0 @ 0,431 + 0,0 @0 0,42 +0,0 &
LAR 93 + 10,9 @ 73 +3,3 @9 62,4 + 4.9 ®9
Ay 127 + 15,0 ®9 139 +3,5® 248 +30,8 &9
Fx 43 +3,6 ® 68 + 5,2 ® 114178
GC 8-35 SLA 239 +43 @0 245 + 17,0 192 +5,0®0
LWR 0,408 + 0,0 @ 0,450 + 0,0®9g 0,414 +0,0 @
LAR 97 + 1,430 110 +2,7 @0 80 + 4,4 ®0
Ap 104 +2,6 193 + 8.4 ™0 315+21,2 @
Fy 43 +3,.8®0 72 £3,2 ®0 129+ 11,5 @

Em todas as cvs., a SLA apresentou uma tendéncia para decrescer com a idade

das plantas (Tab. 2.5). As cvs. apresentaram no entanto algumas diferengas: nas cv. 57-
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422 e 73-30 este decréscimo foi gradual, enquanto que na cv. GC 8-35 verificou-se
apenas na 3° colheita. A LAR apresentou uma tendéncia para diminuir com a idade das
plantas, enquanto que a LWR, em termos gerais, apresentou uma menor variagio. A

area foliar € o0 nlimero de folhas aumentaram com a idade das plantas (Tab. 2.5).

2.3.6 Tropismos e cor dos foliolos

As cvs. estudadas apresentaram heliotropismos (Fotos 2.1, 2.2, 2.3, 24 ¢ 2.5).
Verificou-se que as plantas, mesmo as bem hidratadas (Fotos 2.1), apresentaram um
certo paraheliotropismo, o qual foi mais acentuado em fases criticas de seca (fotos 2.2-
2.3). Vinte e quatro horas apés a reidratagdo, as plantas j4 se apresentaram com um
excelente diaheliotropismo (Foto 2.4). As plantas apresentaram também uma diferenga
de cor entre as duas paginas: a pagina abaxial é esbranquigada, enquanto que a adaxial ¢

de um verde-escuro (Fotos 2.5).
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Foto 2.1 - Paraheliotropismo em plantas bem reidratadas
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Foto 2.3 — Paraheliotropismo em condi¢odes
de seca severa

Foto 2.4 — Diaheliotorpismo, 24 horas apos a
reidratacio
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2.3.7 Algumas caracteristicas estométicas

Tab. 2.6 Dados relativos ao nimero de estomas por mm? das paginas abaxial (Pag. adax.) e adaxial (Pag.
abax.). Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a ¢ b representam diferencas significativas
entre as duas paginas, enquanto as letras 7 e s representam diferencas significativas entre as cvs. para os
respectivos pardmetros.

Niimero de estomas por mm’”

Cv. Pag. abax. Pag. adax. Total
57-422 54+ 1 &0 68 +2 @0 122 +1%0
73-30 48+ 1@ 66+ 1 & 114+ @
GC 8-35 324200 41 +1 @9 734£2@0

As cvs. 57-422 e 73-30 apresentaram um nimero de estomas muito mais
elevado do que a cv. GC 8-35 (Tab. 2.6). Todas as cvs. apresentaram um maior

quantidade de estomas na pagina adaxial.

2.4 DISCUSSAO

Neste capitulo pretende-se analisar a importincia de certos caracteres
ontogénicos, morfoldgicos e anatdmicos das cvs., na tentativa de inferir sobre possiveis
vantagens ¢ desvantagens de cada um deles para a sobrevivéncia e produtividade das
plantas em condig¢des de seca.

A densidade do grio pode ser um elemento fundamental para o futuro
desenvolvimento da planta. Neste aspecto, a cv. 57-422 tera a partida vantagem, na
medida em que naquela fase inicial e crucial do desenvolvimento da planta, ela esta
reduzida a um ser heterotrofico que vive a expensas das reservas contidas no embrido da

semente.
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A maior produgdo de vagens c!as cvs. 57-422 e GC 8-35, relativamente a cv. 73-
30, constitui outro atributo com grandes implicagdes para vida das plantas em si, bem
como ao nivel da populagio ¢ da comunidade. Se a germinagdo for boa e se
considerarmos uma vegetagdo espontinea, o maior nimero de sementes significa, em
primeiro lugar, o nascimento de uma maior nimero de individuos de determinado
genotipo, o que por sua vez significa uma maior possibilidade de colonizagdo da area
pelo gendtipo em questdo e portanto uma maior capacidade de sobrevivéncia desta
populagdo, em condi¢des normais e em condigdes de seca. Aliés, este aspecto constitui
uma das chaves para o é&xito das infestantes, por um lado, ¢ uma das maiores
dificuldades para combaté-las por outro.

Os resultados obtidos indicam que numa primeira fase, em condigdes de boa
disponibilidade hidrica, as plantas investiram mais no crescimento radicular do que na
parte final do ciclo. Analisando os factos, apenas numa optica de gestdo de agua, tal
facto significou que apesar de as plantas terem investido nos caules (enquanto estruturas
de transporte e armazenamento) e nas folhas (enquanto estruturas de consumo de agua)
clas ndo descuraram o investimento nas raizes, estruturas que apesar de ndo realizarem a
fotossintese sdo as responsaveis pela absorgdo de 4gua e sais minerais, o que constitui
uma opgdo importante no ambito das estratégias da resisténcia a seca. Importante,
porque em primeiro lugar, protege as plantas da desidratagio, quer numa altura em que
elas sdo ainda frageis ¢ com intensa actividade metabolica, quer em fases mais
avancadas do desenvolvimento. Por isso é que em termos de praticas culturais, uma
ligeira seca na fase inicial do ciclo ¢ mesmo aconselhavel para estimular um certo
desenvolvimento radicular.

A parte os factos anteriormente abordados, é interessante observar a forma como

a parte acrea - caules (estruturas de suporte) ¢ folhas (estruturas asstmiladoras) - se
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foram desenvolvendo ao longo do ciclo cultural. Numa primeira fase, até aos 40 dias, o
investimento ¢ canalizado essencialmente para a folha. As folhas cresceram em niimero,
area, em densidade e duragdio do tempo em que se mantém fotossintéticamente activas.
Portanto as folhas, teoricamente nfio s6 aumentam a sua capacidade para interceptarem
a luz e absorverem o CO;, como também aumentaram a eficiéncia do processo
fotoséintético, factos traduzidos na pratica pelas elevadas taxas de crescimento (RGR) ¢
produgdo de matéria seca (TDM), principalmente na cv. 57-422.

O rapido crescimento pode ser importante para a sobrevivéncia da cultura em
condigdes de seca e tem sido referido como importante critério para a selecgdio (Simane
et al. 1993, Ludlow e Muchow 1988). Primeiro, porque ao crescer mais rapido cria um
conjunto de condigdes favoraveis ao melhor aproveitamento dos recursos, como por
exemplo, a luz e a 4gua. Depois em termos de aproveitamento da agua disponivel tem
pelo menos duas vantagens. A primeira é que cobrindo o solo evita que alguma agua
seja evapofada. A segunda reside no facto de abafar o crescimento das infestantes e aqui
ganha muito, pois elimina importantes superficies transpiradoras, concentra para si uma
maior fatia de nutrientes, 4gua e luz, capitaliza todas estes factores para um maior
produgdo de matéria vegetal aumentado desta forma as possibilidades de se obter
indices de colheita (HI) elevados. Em termos praticos e numa perspectiva de resisténcia
a seca, as plantas com esta caracteristica, como ¢ o caso da cv. 57-422, criam condi¢des
para disporem de uma maior quantidade de agua para ser gasta através da transpiragdo,
aumentam a possibilidade de a maior parte da 4gua poder ser utilizada fitogenicamente.

No caso concreto de Angola, em que a cultura do amendoim &
fundamentalmente de sequeiro, numa altura do ano em que chove com bastante
intensidade, as vantagens da cv. 57-422 (resultante do elevado valor de TDM e Wr) sdo

de facto maltiplas a comegar pela atenuagdo do efeito de gota, criando condi¢des para
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uma maior infiltragdo da agua, factos que se traduzem numa diminui¢do da erosdo € no
armazenamento de uma maior quantidade de agua no solo. Nesta a.xitura do ano, as
temperaturas sio elevadas, o que, associado as disponibilidade hidricas, constitui factor
de estimulo para o desenvolvimento e crescimento das infestantes. E evidcnte que hoje
em dia, gragas ao desenvolvimento de herbicidas, potentes e selectivos, elas sdo rapida e
facilmente eliminadas pela via quimica. Esta via para além de ser cara, se nio for bem
equacionada pode criar problemas sérios de polui¢io. Genétipos como a cv. 57422,
explorados em sistemas de lavoura minima com compassos um pouco mais apertados
do que o normal ou apenas com uma ligeira protecgdio quimica no inicio do ciclo
cultural, sdo capazes de competir vantajosamente com as infestantes com todos os
beneficios que dai advém. Os ensaios em vaso ndo permitem de facto analisar todas
estas nuances. E assim, como a fotografia 2.2 apresenta apenas um dos aspectos da
questdo, a cv. 57-422 aparece “penalizada” por ter uma superficie transpirante muito
maior que a da cv. 73-30. Portanto ha que ter um certo cuidado nas analises, quando
temos como base para o diagndstico apenas os dados obtidos através deste tipo de
ensaios.

Na fase final do ciclo, o maior investimento é feito no caule, possivelmente por
imposigao das necessidades hidricas ou por necessidade de se constituir ai um local para
armazenamento de nutrientes e dgua, os quais podem ser utilizados em situagdes de
crise. Esta foi, na maior parte dos casos, também a fase do decréscimo da LAR e da
NAR e por conseguinte da RGR. Apesar disto, a produgdo de biomassa ¢ ainda
consideravel, na medida em que, para além de se partir de uma massa vegetal inicial
elevada, a LAD aumentou.

Uma das estratégias melhor sucedidas apresentada pelas plantas contra a seca

consiste em crescerem, desenvolverem-se e reproduzirem-se antes mesmo da seca se
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instalar, isto &, através de um ciclo‘de vida mais curto. Assim acontece com varias
especies da flora angolana, dentre as quais certas gramineas como as Hyparrhenias, que
apos as queimadas do cacimbo, no inicio das chuvas, emergem, crescem, desenvolvem-
se, dominando toda a savana durante a longa esta¢io chuvosa, e terminam o seu ciclo de
vida antes mesmo de comegar o cacimbo. E uma perfeita adequagio do ciclo de vida ao
meio, € de facto uma arma muito eficiente para se defenderem contra a seca. De acordo
com Cruz-de- Carvalho (1998), suscitou alguma surpresa o facto de os camponeses da
parte mais a Sul de Angola cultivarem milho em vez do massango ¢ a massambala,
consideradas como mais resistentes. Porém, de acordo com o mesmo autor, esta
primeira impressdo desapareceu, pois as cvs. de milho utilizadas eram precoces.

Em relagio a este aspecto, as cvs. GC 8-35 (principalmente esta) e 73-30 tém
vantagem sobre a cv. 57-422 pois revelaram-se mais precoces. Como & 6bvio esta
vantagem ndo ¢ absoluta, tem muito a ver com a quantidade e distribuigdo da
precipitagdo, por um lado, e com os sistemaé de cultura e a natureza do fruto agricola
por outro. Assim por exemplo, esta estratégia tera, por ventura, pouco significado para o
amendoim de sequeiro, das “chuvas grandes”, pois neste caso a dgua esta disponivel ao
longo do ciclo cultural. Acqntece, porém, que podem ocorrer curtos periodos de seca em
que a planta terd de desenvolver outras estratégias para melhor se defender. A
precocidade ja podera ser importante, por exemplo na agricultura de sequeiro, nas
sementeiras das “chuvas pequenas”, se ela for tardia ou se o cacimbo comecar mais
cedo, correndo-se o risco de as plantas viverem situagdes de seca na parte final do seu
ciclo. Serd também importante na agricultura do cacimbo, nas “nakas”, em que as
plantas podem correr o risco de viverem situagSes de seca na parte final do seu ciclo

vida.

A aparente desvantagem da 57-422, resultante do facto de ser uma cultivar de
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ciclo mais longo, pode ser contorqada s¢ esta cv. for utilizada, em esquemas de
produgdo em que o fruto agricola nio sejam as vagens, mas sim a sua parte aérea, como
forrageira, por exemplo. Englobada neste esquema de produgo, a cv. 57-422, passa a
ser a cv. mais precoce com a vantagem de atingir em pouco tempo uma produgio
significativamente maior de massa verde ¢ eventualmente, com menor consumo de agua
ou pelo menos com uma maipr WUE, como de facto se verificou (ver também Capitulo
4).

As caracteristicas do meséfilo podem ser também importantes como indices de
comportamentos relacionados com a resisténcia a seca (Cavelier ¢ Goldstein 1987,
Konings 1989). A SLA da-nos informagdes sobre a area foliar por unidade de P;. As
diferengas genotipicas existem, inclusivé dentro de uma mesma espécie (Dornhoff e
Shibler 1974, Paul er al. 1988, Buttery e al. 1993) e por estes factos, muita atengdo se
tem prestado a analise das correlagdes entre a densidade do meséfilo, fotossintese e
WUE. Geralmente a SLA estd negativamente correlacionado com P,, produgdo de
biomassa e WUE (Buttery et al. 1993, Write et al. 1993, van Arendonk e Poorter 1994).

E normal encontrar nas xerofitas, mesofilos mais densos € uma maior densidade
estomatica (Urquiza ef a/. 1993). Se a maior densidade do mesofilo se fizer 4 custa do
parénquima lacunoso e da massa de cloroplastos, entfo as cvs. 57-422 e 73-30 terdo, por
ventura, um maior potencial fotossintético que a cv. GC 8-35. Podera haver também um
aumento da WUE como € sugerido por alguns autores (Wright ef a/. 1993, van
Arendonk e Poorter 1994), devido a uma barreira adicional s trocas gasosas entre as
plantas € a atmosfera envolvente, resultante da redugdo dos espagos intercelulares.
Acontece também, como disto nos da conta van Arendonk e Poorter (1994), que o
espessamento da folha pode ser o resultado da acumulagio, na parede celular, de

substancias de diferente natureza quimica ou também do aumento do parénquima em
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palicada. Nestes casos, as vantagens ¢ as indicages que a SLA nos pode fornecer
relacionam-se, ndo com um aumento das potencialidades fotossintéticas, mas sim com
uma maior capacidade de as plantas reduzirem a transpirago. Compreende-se portanto
que a menor SLA da cv. 73-30 relativamente a cv. GC 8-35 ndo tenha significado, nem
um maior potencial fotossintético, nem uma maior produgio (tanto ao nivel de P, como
ao nivel da produgio de vagens). Reflectiu-se sim, numa menor taxa transpiratoria e
numa maior WUE. Entre as cvs. estudadas, a 57-422 ¢ bem o exemplo do que foi acima
referido, relativamente as relagdes da SLA com P,,, produgdo de biomassa e WUE.
Tendo apenas em conta o nimero de estomas, de acordo com os resultados
obtidos, poder-se-ia esperar a ocorréncia de elevadas taxas transpiratorias e
fotossintéticas nas cvs. 57-422 e 73-30. Tal facto, do qual também fazem referéncia
Dornhoff ¢ Shibles (1976) e Buttery et al. (1993), apenas se verificou na cv. 57-422, em
que as maiores densidades estomaticas estdo positivamente bem relacionadas com altos
valores de g, T, e de P, Acontece, porém, como tem sido amplamente referido
(McCree 1974, Jones 1977, Fitter ¢ Hay 1989), que estas rela¢des ndo sdo assim tdo
lineares. Com efeito, segundo Wong er al. (1979) e Natr e Pazourek (1986) a frequéncia
estomatica € apenas um dos muitos factores envolvidos nas trocas gasosas das plantas,
para além de que sendo a abertura estomatica regulada por complexos mecanismos, é
dificil estabelecer relagdes lineares entre elas. Para além do numero de estomas, ha que
ter também em linha de conta outros aspectos, como sejam o tamanho da abertura
estomatica (McCree e Davis 1974, Fitter ¢ Hay 1989), a natureza da cimara
subestomatica (Laisk 1983, Urquiza er al. 1988) e o facto de que, com elevadas
frequéncias estomaticas, ao contrario do que se verifica quando os estomas se
apresentam mais dispersos, se poder criar uma camada hiumida continua a superficie da

fotha o que diminui o déficit de pressdio de vapor entre a atmosfera e a folha, resultando
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dai um decréscimo da transpiragdo (Bacall e Torres 1981, Urquiza es al. 1988). Os
argumentos antes expostos, possivelmente ajudam a compreender um facto que ¢ alias
referido por outros autores em outras espécies (Fitter e Hay 1989, Jones 1992, Mirales ¢
Garalet 1993), e que também se verificou neste trabalho e com todas as cvs.; a
ocorréncia de um maior niimero de estomas na pagina adaxial do que na pagina abaxial.

Em Angola, o amendoim é cultivado na época chuvosa, altura do ano em que
podem coincidir, condigdes de intensidade luminosa e temperatura elevadas com
condi¢des de escassez de agua. Mesmo, quando ndo ha escassez de agua, a forte
insolagdo deste periodo, principalmente nas horas mais quentes do dia, encontra nas
plantas de folhagem escleréfita, devido a sua imobilidade e rigidez, que as impedem de
recorrer a mecanismos de defesa do tipo “avoidance”, um alvo extremamente exposto.
No amendoim, pelo menos nas cvs. aqui estudadas, como as fotografias o documentam,
ndo € assim. Estas plantas, assim como outras da sua familia e ndo s (Wainwright
1977, Shackel e Hall 1979, Ehleringer e Forseth 1980, Ludlow e Bjsrkman 1988), sio
caracterizadas por apresentarem heliotropismo; diaheliotropismo nas horas de menor
intensidade luminosa e/ou na auséncia de condigdes de seca e paraheliotropismo no caso
contrario. No caso da seca, elas conseguem, através do diaheliotropismo, interceptar
uma maior quantidade de luz e criar condigdes para maximizar a fotossintese quando as
condigdes hidricas séo favoraveis € no caso contrario, via paraheliotropismo, minimizar
tal intercepgiio evitando ou atenuando os fenémenos de desidratagio, fotoinibigio e
sobreaquecimento da folha, complementando desta forma a acgdo dos estomas.

Como resultado do heliotropismo verificado nas cvs. estudadas, a pagina abaxial
¢ muito mais exposta a ac¢do dos raios solares. Como se pode ver na fotografia, estas
Cvs. apresentam uma certa diferenca na coloragdo das duas paginas, sendo a pagina

abaxial esbranquigada e a adaxial de um verde escuro, o que lhe permite reflectir uma
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maior quantidade de radiagdo, evitando um aquecimento em excesso, quando as
condi¢des sdo desfavoraveis para a sua utilizagio fotossintética. Este ¢ de facto um
excelente mecanismo de defesa como o sublinham Mattews er al. (1983) e Ludlow e
Muchow (1988). Adicionalmente, ha que referir a reversibilidade destes processos, 0s
quais, uma vez ultrapassadas as condigdes adversas, permitem a planta o normal
desempenho da actividade fotossintética, ao contrario da redugdo do crescimento e da
senescéncia foliar. Por outro lado, tem vantagem sobre a escleorofilia, que é mais
dispendiosa para além de que, em condigdes favoraveis, poder dificultar a penetragio da

luz solar.

2.5 CONCLUSOES

De uma forma geral, as plantas adoptaram, como estratégia de, numa primeira
fase, privilegiar o crescimento das raizes e folhas. Dai, as variagles, entretanto
observadas, das razdes raiz/parte aérea e folhas/caules ao longo do ciclo cultural. De
salientar ainda que a cv. 57-422 apresentou os mais densos grios, as maiores produgdes
de biomassa radicular, caulinar, foliar e total, assim como também as maiores producdes
unitarias de vagens. Em termos fenoldgicos, as cvs. GC 8-35 (principalmente esta) e 73-
30 revelaram-se mais precoces que a 57-422.

Os valores mais baixos da SLA foram observados nas cvs. 57-422 e 73-30. A
menor SLA da cv. 73-30, relativamente a cv. GC 8-35, ndo significou, nem um maior
potencial fotossintético, nem uma maior produgo; quer mesmo ao nivel de P,, da
materia seca acumulada, assim como quer ao nivel da producdo de vagens. Reflectiu-se
sim, numa menor taxa transpiratéria € numa maior WUE. Entre as cvs. estudadas, a 57-
422 € bem o exemplo da ocorréncia de correlagdes negativas entre SLA e os

pardmetros: P,,, produgdo de biomassa ¢ WUE.
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Em todas as cvs., os estomas estdo, em maior quantidade, na pagina adaxial (a
que fica mais protegida dos raios solares nos periodos de “stress” luminoso ¢ hidrico e
de coloragio mais escura) do que na pagina abaxial, a de cor esbranquicada ¢ a mais
exposta aos raios solares nos ja referidos periodos de “stress”. Nem sempre a maior
densidade estomatica correspondeu a uma maior taxa transpiratoria. A cv. 73-30
conjuga mesofilos densos com elevado numero de estomas e baixas taxas

transpiratorias.
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CAPITULO 3

RELACOES HIDRICAS E ACUMULACAO DE SOLUTOS
EM PLANTAS SUBMETIDAS A CONDICOES DE
“STRESS” HiDRICO

3.1 INTRODUCAO

A identificagio dos atributos que permitem as plantas resistirem ao “stress”
hidrico constitui, por um lado, um dos passos fuﬁdamentais para lutar contra este
constrangimento ambiental ¢, por outro lado, serve de base a programas de
melhoramento.

Os estudos baseados na analise conjunta da variagio do estado hidrico das
plantas e das trocas gasosas, nomeadamente a condutincia estomatica e a transpiragido
em condigbes de seca permitem obter informagdes sobre a capacidade das plantas
conservarem a agua ao seu dispor. A velocidade com que as plantas se desidratam pode
ser decisiva para a sua sobrevivéncia em condi¢des de seca, sendo, por i1sso mesmo,
utilizada como importante critério para a seleccdo em relagdo a resisténcia a seca
(Nunes 1967, McCree ¢ Fernandez 1989), ja que permite as mesmas manterem por mais

Ou por menos tempo os processos fisioldgicos e activar ou ndo processos de aclimatagio
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ao “stress” hidrico.

As curvas que relacionam o teor hidrico relativo com o potencial hidrico
permitem-nos obter informagdes sobre o grau de “drought tolerance” e “drought
avoidance” das plantas. De acordo com varios autores (Sanchez-Dias e Kramer 1971,
Jones et al. 1981, Ritcher e Kikuta 1989, Turner e Henson 1989), as plantas que
resistem 4 seca com baixos potenciais hidricos e com paredes rigidas apresentam
desenvolvidos em maior grau os mecanismos do tipo “tolerance”, enquanto que as
plantas que resistem & seca com altos potenciais hidricos e possuem paredes elasticas
apresentam desenvolvidos em maior grau os mecanismos do tipo “avoidance”.

A acumulagdo activa de solutos em condigdes de seca que permite um ajuste
osmotico, encontra-s¢ amplamente distribuida no reino vegetal (Ludlow et al. 1983,
Kennet er al. 1983, Rodrigues er al. 1993, Allen ¢ Zaplachinski 1994, Raggi 1994,
Wang er al. 1995). Apesar de existir ainda muita controvérsia relativamente as fungdes
especificas dos solutos compativeis (Paleg et al. 1981, Santos-Diaz e Ochoa-Alejo
1994, Jouve et al. 1993, 1994, Pérez-Alfocea e Larher 1995) a sua naturcza, apesar de
variada, esta, relativamente bem esclarecida (Jones er al. 1980, Ford ¢ Wilson 1981,
Munns ¢ Weir 1981, Morgan 1984), sendo referidos com muita frequéncia, os agucares
solaveis (Jones ef al. 1980, Muns ¢ Weir 1981, Wang et al. 1995) e a prolina (Good e

~Zaplaciniski 1994, Ober e Sharp 1994, Pérez-Alfocea e Larher 1995).

As diferengas genotipicas em relagdo aos factores antes mencionados definem
diferentes capacidades de gerir a 4gua e, no fundo, diferentes estratégias de luta contra a
seca. Assim neste capitulo pretende-se caracterizar as cvs. em estudo, em termos da
natureza das suas relagdes hidricas e da acumulagio de solutos em condi¢des de seca.
Estas respostas poderdo servir para uma melhor compreensio das manifestagdes mais

ou menos tardia das alteragdes metabdlicas normalmente associadas & seca, as quais
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serdo objecto de estudo dos préximos capitulos.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Germinagio, determinagdo da capacidade de vaso e condi¢des gerais de
crescimento

Procedeu-se conforme o descrito no capitulo anterior. Apenas mais um facto: o
fornecimento da solugdo nutritiva foi feito nas mesmas quantidades e frequéncia, tanto
as plantas regadas, tratamento C, como as plantas submetidas a seca, tratamentos S1

(seca moderada) e S2 (seca severa).

3.2.2 Imposi¢io do “stress” hidrico e determinagfio da transpiracio

As plantas foram regadas sempre que necessério, para que se mantivessem em
boas condig¢des hidricas, istd €, proximo de 90% da “CC”, até a0 momento em que a
seca foi imposta, por suspensdo da rega. A determinagio da taxa de transpiragéo (T,) foi
feita pelo método gravimétrico, pesando o conjunto vaso-substrato-planta. Para subtrair
a evaporagdo, os vasos foram cobertos com uma camada de perlite acima do substrato.
Ndo sendo no entanto este material completamente impermeavel, prepararam-se dois
conjuntos de vasos apenas com perlite (isto é sem plantas); um que foi sujeito ao
tratamento de rega idéntico ao das plantas testemunha e outro com o tratamento das
plantas sob "stress". A T; foi entdo calculada com maior rigor, pela diferenga entre o
peso dos vasos com planta protegidos com perlite € o dos vasos apenas com perlite. A
quantidade de dgua transpirada foi dividida pela area foliar, sendo entdo a T, expressa
em g cm” dia’!. A transpiragdo acumulada diz respeito ao total de agua transpirada no
final do ciclo de desidratagdo. A percentagem de agua transpirada em dado intervalo de

tempo representa, portanto, uma frac¢do da transpira¢io acumulada,
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3.2.3 Medi¢iio da condutincia estomatica por porometria difusiva e do déficit de
pressido de vapor

A condutincia estomaticar foi medida na 3 folha contada a partir do apice,
utilizando para o efeito um porémetro de difusdo (Delta-TK2). Este porémetro mede o
tempo necessario para levar a cdmara porométrica em contacto com a superficie
transpirante de area conhecida, de C, a Cy, sendo C, uma concentragio de vapor de dgua
inicial ¢ C, uma concentragio final, ambas pré-fixadas. Um fluxo de ar desidratado por
silica recoloca a concentragio em C, e recomega outro ciclo de medigdo. Os valores
obtidos foram depois transformados em valores de resisténcia foliar a difusdo do vapor
de agua (r;) a partir de uma recta de calibragio elaborada através da medi¢do da
evaporagdo de superficies de resisténcias conhecidas. A condutincia estomatica foi
obtida através da determinagdo do inverso de r,. O déficit de pressdo de vapor entre a
folha e o ar (A.), expresso em mbars bar', foi determinado utilizando os valores da

humidade relativa e das temperaturas do ar (T,) e da folha (Ty), medidas com o préprio

pordmetro.

3.2.4 Determinagdo do teor hidrico relativo, area foliar especifica e do potencial
hidrico foliar e seus componentes

O teor hidrico relativo (RWC) foi determinado de acordo com Catsky (1960),
utilizando para o efeito a seguinte formula: RWC = (P; - P)/A(P, - P,) x 100; em que P; é
o peso fresco de 10 discos foliares de 0,5 cm® cada (determinado imediatamente apos os
discos serem retirados do limbo dos foliolos com auxilio de um furador), P;, o peso
targido dos mesmos (determinado ap6s terem permanecido durante a noite em alvéolos
de uma esponja perfurada e saturada com agua destilada, em condig¢des proximas do

ponto de compensagio para a luz e & temperatura ambiente) ¢ P;, o peso seco
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(determinado apds os discos foliares terem permanecidos numa estufa a 80 °C, durante
48 horas). A area foliar especifica (SLA) foi determinada pela razdo entre a area dos
discos e 0 peso seco correspondente, sendo portanto expressa em unidades de area por
unidade de peso (cm?® g ).

O potencial hidrico foliar () foi medido na 3* folha, utilizando para o efeito a
- camara de pressdo de acordo com o método de Scholander et al. (1965). O peciolo foi
cortado ¢ imediatamente submetido a uma pressuriza¢do crescente e gradual. Em
consequéncia da mesma, o suco xilémico aflorou a superficie do corte. Neste momento,
leu-se o valor da pressdo que foi preciso aplicar a folha destacada para repor a agua na
extremidade do peciolo, a qual é igual ao valor do ., Ja que corresponde (mas tem
sinal negativo) & pressdo negativa a que a 4gua no xilema estava sujeita antes do corte,

O potencial osmético (y,) foi determinado num psicrometro de ponto de orvalho
(HR-33 T, Wescor Inc., USA). As amostrzis, constituidas cada uma por 3 discos foliares
de 0,5 cm?, foram esmagadas e rapidamente colocadas na cidmara G-25 (Wescor) do
psicrometro. Utilizou-se um periodo de equilibrio de 20 min e de arrefecimento da
Jungdo de 10 s. A leitura foi feita no 1° valor estavel observado no microvoltimetro e o
zero acertado entre cada amostra. Os valores lidos (microvolts) foram posteriormente
convertidos em unidades de pressdo, utilizando uma regressdo linear previamente

estabelecida com solugdes de NaCl. O potencial de pressdo (y,) relaciona-se com o

(Ww) € 0 () através da equagdo: ., =y, + v,

3.2.5 Determinacdo do teor hidrico relativo correspondente ao fecho dos estomas
pelo método de Hygen
Os vasos contendo as plantas foram regados abundantemente, na véspera, sendo

depois envoltos numa atmosfera saturante de vapor de dgua e nessas condigdes
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passaram a noite. Na manhd seguinte, o conjunto vaso-planta foi posto a luz solar
durante aproximadamente meia hora. Passado esse periodo de tempo, destacaram-se os
foliolos das plantas e procedeu-se de imediatos 4 sua pesagem para a determinagio do
P. A partir daqui, amostras de 5 foliolos de cada planta foram sujeitos a uma
desidratagdo progressiva na bancada, sendo pesados (estas determinagdes correspondem
a0 Py ou actual), primeiro de 5 em 5 min., depois de 10 em 10 e depois de 20 em 20 min.
durante 2 horas. Depois de os foliolos terem permanecidos numa estufa a 80 °C, durante
48 horas, determinou-se o P, dos mesmos, sendo o RWC calculado pela formula
mencionada no ponto 3.2 4.

A partir dos dados obtidos elaborou-se, para cada amostra de foliolos, uma curva
que relaciona o RWC com o tempo de desidratagdo. A taxa de transpiragdo relativa total
(TTRT) foi cal.culada pela formula: TTRT = (log RWC,-log RWC, )/t,-t;, em que RWC,
¢ RWC, representam o valor deste pardmetro no inicio e no fim do ensaio. O declive da
fase inicial da recta (paralela ao eixo dos Y) da-nos o valor da taxa de transpiragio
relativa estomética (TTRS), enquanto que o declivé da parte final da curva (paralela ao
eixo dos X) da-nos o valor da taxa de transpiragiio relativa cuticular (TTRC). As
percentagens da transpiragio estomatica (%TS) e cuticular (%TC) foram calculadas
como percentagem de TTRT. O valor do RWC correspondente a intersecgio das duas

rectas € o valor deste pardmetro no encerramento estomatico (RWC;).

3.2.6 Determinagio do teor de aciicares soliveis

A determinagio dos agucares soluveis foi feita de acordo com o método de
Ashwell (1957). Amostras constituidas por 3 discos foliares de 0,5 cm’ cada, foram
inicialmente maceradas em 1 ml de etanol a 96%. A maceragdo prosseguiu adicionando

mais 5 ml de etanol a 80%. O homogenato resultante foi recothido, em tubos de vidro e
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aquecido num banho maria de temperatura controlada (70 °C) e com agita¢do durante
30 min e finalmente arrefecido. Foi entdo submetido a uma série de 3 centrifugacdes
(12000 x g, 15 min.), tendo-se em cada uma delas recolhido o sobrenadante resultante.
Do seu total, retirou-se, para um tubo de ensaio, uma aliquota de 1 ml, a qual foram
adicionados 2 ml de uma solugfio de antrona previamente preparada (2g de antrona para
11 de H>S04). Esta tltima operago foi realizada com os tubos de ensaio colocados num
banho de gelo fundente. Seguidamente, os tubos de ensaio foram agitados num vortex,
aquecidos num banho de 4gua a ferver durante 10 min. e finalmente arrefecidos
bruscamente, merguthando-os em gelo. A concentragdo de agucares soliiveis na amostra
(ug mI™) foi determinada espectrofotometricamente, através da absorvancia da amostra
a 640 nm e utilizando a equacio de uma recta padrdo, previamente elaborda, com
solugGes de glucose. As andlise do material radicular foram efectuadas da mesma forma,

usando 2 g (peso fresco) da raiz.

3.2.7 Determinagio do teor de prolina

A determinagdo do teor de prolina foi feita de acordo com o método de Bates
(1973), prepararam-se previamente, as solugdes de 4cido fosforico (6 M) e a de
ninidrina (dilui¢do de 400 mg desta substancia em 10 ml de acido glacial acético, numa
hote e utilizando um agitador com aquecimento). Depois, foram macerados 3 discos de
0,5 cm” cada um em 5 ml de metanol. Do homogenato resultante, foi retirada para um
tubo de ensaio, uma aliquota de 1 ml, & qual se adicionou 1 ml da solugdo de ninidrina e
0,5 ml da solugdo de acido fosforico. Seguidamente, os tubos foram colocados em agua
a ferver durante 45 min (tendo-se tido o cuidado de os tapar com berlindes para evitar
que o acido saltasse), ap6s o que foram deixados a arrefecer. S¢ entio foi feita a

extracgdo, adicionando a cada tubo de ensaio 5 ml de tolueno. A determinag¢do da
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concentragdo de prolina na amostra foi feita espectrofotometricamente, fazendo-se a
. , -1

leitura a 515 nm e efectuando-se os calculos (expressos em pumol ml™) de forma

semelhante aos agucares soluveis, apos a elaboragio da curva padrdo com diversas

solugdes de prolina.

3.2.8 Determinac¢do do teor de clorofilas

As clorofilas foram detenninadas de acordo com o método de Lichtenthaler
(1987), ligeiramente modificado. Amostras de 3 discos foliares de 0,5 cm’ foram
esmagadas em 10 ml de metanol a 90%. O sobrenadante foi recolhido em tubos de
ensaio e depois centrifugado. Seguidamente leram-se as absorvéncias a comprimentos
de onda de 665,2 ¢ 6524 nm. O teor de clorofilas foi calculado a partir das formulas

propostas por este autor.

'3.2.9 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, aplicou-se, aos parametros estudados, uma
analise de varidncia (ANOVA) com dois factores com um nivel de confianga de 95%.
Baseado nos resultados da ANOVA, utilizou-se o teste de Tukey para a comparagdo das

médias entre os genotipos (7, s, £) ou nivel de desidratagdo (a, b, c).

3.3 RESULTADOS
3.3.1 Relacio entre a capacidade de vaso e o teor hidrico relativo ao longo do ciclo
de seca

Em relagio a este aspecto, verificou-se, em todas as CVs., que, na primeira fase
da curva (até c.a 60% da “CC”), o RWC nio foi alterado. Depois, as cvs., 57-422 ¢ GC

8-35, mostraram acentuados decréscimos no RWC (Fig. 3.1), enquanto que na cv. 73-
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Fig. 3.1 Relagdo entre o teor hidrico relativo foliar (RWC) ¢ a percentagem da capacidade de vaso
(“CC"). Cada ponto representa um valor individual.

o RWC foi pouco alterado (Fig. 3.1). De facto, no final do periodo de desidratagio, os

maiores valores do RWC foram observados na cv. 73-30 (Tab. 3.1).

3.3.2 Variaciio do consumo de dgua ao longo do ciclo de seca

Os resultados mostraram que em condigdes de boa disponibilidade hidrica a g,
total foi supetior nas cvs. 57-422 ¢ CG-8-35 (Tab. 3.1). Observou-se, 8 dias apés a
suspensdo da rega, uma queda mais acentuada deste pardmetro nas cvs. 57-422 ¢ CG-8-
35. Em termos de transpiragdo, verificou-se (Tab. 3.1) que a cv 57-422 é a que
apresenta no fim do ciclo de seca uma maior taxa acumulada de T,, seguindo-se-lhe as
CvS. CG-835 e a 73-30. A cv. 57-422 tem no inicio, até ao 3° dia de seca, uma taxa
acumulada de T, que representa 61% do total, enquanto que ela representa 50% e apenas
37%, respectivamente nas cvs. GC 8-35 e 73-30. Contudo, verificou-se também que as

maiores taxas transpiratorias aconteceram na parte final do periodo de seca (cvs. 73-30 ¢
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Tab. 3.1 Efeitos da seca sobre o teor hidrico relativo (RWC,
temperatura foliar (Ty, °C), transpiragdo (T,
ar (A,, mbars bar™). Os valores representa
significativas entre os tratamentos, enquanto que as letras 7,
entre as cvs. em cada tratamento.

m a média + SE (n=

%), condutdncia (g, mmol H,0 m? s7), -
, g cm? dia) e o defictit de pressdo de vapor entre a folha e o
5). As letras a, b e ¢ representam diferencas
s e I representam diferengas significativas

Dia apés a suspensio da rega

Cv. 2 3 5
57-422 RWC 92+ 0,5 @ 91 +1,2®" 50252
Zsabax. 142 + 4,5 @9 131 £9,2® 0,940,0
8sadax. 111 +42® 79 + 5.9 ® 20404
EsTotal 253 £8,3 (a;s) 209 £ 15,1 (br)  2,8+0,6 €Y
Ts 23,5403 @ 26+ 0,5 @ 33,440,900
T, 0249+0,02%7  0343+0,04® 0374 +00] ®»
A, 52+08 " 10,4 0,569 18,3 40,7
73-30 RWC 95+0,3 @9 92 + 1,54 @0 65 + 0,7 &0
Ssabax. 113 £9,36® 91 +9,3 @) 20 4.6
Zsadax. 100 £11,2@ 73 + 12,1 ®9 374676
&sTotal 213 £20,9 @Y 164 + 21,3 ® 57 10,00
Tr 252402 256+08(bx) 3374026
T, 10,146 £0,01 < 0,177+ 0,02® 0,557 +0,07 @
Ae 52£02© 12,740,380 19,5+ 0,2 €
GC8-35 RWC 92+1,2 91 40,6 @ 5444609
Esabax. 155 £ 10,7 @ 104 + 5,2 ® 15401 ©
Zsadax. 138 2,8 @9 109 + 8,6 ® 7.5+0.4 €
sTotal 293 + 8,2 @ 213 +8,4®0 940,79
T 22,7+0,1 (©$) 26+ 1,1 i) 33,5 i 0.2 @n
T, 0,243+0,01 ™ 02274003  0465+0,0@
Ae 43+0,3 10,9 +1,1 &0 222403 @

GC 8-35) coincidindo com os maiores valores de Tt e do Ac € 0s mais baixos valores da .

g; total (Tab. 3.1).
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3.3.3 Variac¢iio da condutincia estorpética das duas paginas e da temperatura foliar
a0 longo do ciclo de seca

Em relagio ao comportamento estomatico das duas paginas (Tab. 3.1),
verificou-se que a diferenca entre a g, da pagina abaxial (gsabax ) € @ da pagina adaxial
(8sadax ), € foi esbatendo & medida que a seca se ia acentuando, chegando mesmo a
inverter-se. A geuax decresceu mais relativamente a Zadax. Relativamente ao efeito da
seca sobre a Ty (Tab. 4.1), verificou-se que esta aumentou, a medida que o RWC

decresceu. No inicio, a cv. 73-30 apresentou valores mais elevados.

3.3.4 Atributos ligados a conservacio da dgua

Tab. 3.2 Principais atributos ligados a conservagio da agua, obtidos pelo teste de Hygen, nomeadamente
o teor hidrico relativo no encerramento estomatico (RWC;, %), tempo requerido para o encerramento
estomatico (T, min.), taxa de transpiragio relativa total/h (TTRT), taxa de transpira¢do relativa
estomatica’h (TTRS), taxa de transpiragio relativa cuticular/h (TTRC), percentagem da transpiragio
estomatica (%TS) e percentagem da transpiragdo cuticular (%TC). Cada valor representa a média + SE
(ﬂ=5). TTRT = (lOg RWCz*lOg RWC])/tz-tl.

Cv. RWC, T,(min) TTRT(h) TTRS(h) TIRC(h) %IS %ITC
73-30 71 21.8 0.63 035 0.28 56 44
GC835 30 42,7 0,98 0,80 0,19 81 19

A cv. 73-30 encerrou os estomas a um RWC mais elevado do que a cv. GC 8-35
(Tab. 3.2). Por outro lado, transpirou menos, levou menos tempo para encerrar os
estomas e apresentou uma menor %TS (Tab. 3.2). Apresentou, no entanto, valores mais

elevados de TTRC e de %TC (Tab. 3.2).

3.3.5 Relacdo entre o teor hidrico relativo, o potencial hidrico foliar e seus
componentes
A Fig. 3.2 refere-se as curvas que relacionam o0 RWC com o W,, Como se pode

observar, as cvs. apresentaram diferengas em relagio ao declive da curva, o qual foi
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menor nas cvs. 57-422 e GC 8-35. Outra diferenga a reter foi o facto de a cv. 73-30 ter

apresentado nos diferentes niveis de desidratagiio os mais elevados valores de ¥,

0 57-422 m 73-30 4 GC8-35

i
!

RWC (%)

Fig. 3.2 Relagdo entre o teor hidrico relativo (RWC) e o potencial hidrico foliares (). Cada ponto
representa um valor individual.

Quanto a relagfio entre 0 RWC e o P, verificou-se a queda deste Gltimo a

RWC (%)

44

¥; (MPa)

0 57-422 W 73-30 & GC8-35

Fig. 3.3 Relagdo entre o potencial osmético (w;) e o teor hidrico relativo foliares (RWC). Cada ponto
representa um valor individual.
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medida que o nivel de desidratagio aumentou (Fig. 3.3). Como seria de esperar, em
fung¢do do que foi observado no ponto anterior, a queda de ¥, foi mais forte nas cvs. 57-
422 e GC 8-35 do que na cv.73-30.

Relativamente ao ‘¥, (Fig. 3.4), verificou-se que, nas cvs. 57-422 e 73-30, os
valores mais baixos ocorreram em condi¢des de S1, enquanto que na cv. GC 8-35 ndo

se verificaram diferengas entre os dois niveis de seca.

057422 m 7330 A GC8-35

16
1,4 1

14
0,8 |
0,6 -
0,4 |
0,2 -

¥, (MPa)

40 50 60 70 80 90 100
RWC (%)

Fig. 3.4 Relagdo entre o potencial de pressdo (y,) e o teor hidrico relativo foliares (RWC). Cada ponto
representa um valor individual.

3.3.6 Acumulagiio de agiicares soliiveis e de prolina em condicdes de “stress”
hidrico

Relativamente ac teor de agucares solliveis nas raizes (Tab. 3.3), verificou-se
que em condigdes de boa disponibilidade hidrica, as cvs. apresentaram entre si
diferengas significativas, tendo a cv. 73-30 apresentado os mais elevado teores, alids
como também se verificou em condigdes de “stress” hidrico. Em condi¢des de S1, o
teor de aglicares solllveis nas raizes manteve-se inalterado, nas cvs. 73-30 e GC 8-35,
mas aumentou significativamente na cv. 57-422. Em condi¢des de S2, verificou-se um

aumento significativo na cv. 73-30, tendo-se verificado o contrario nas cvs. 57-422 ¢
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GC 8-35.

Tab. 3.3 Efeitos da seca sobre os teores de prolina nas folhas (umol g™ P,) e o de agucares soliiveis (mgg
! P) nas raizes (Raiz) e nas folhas (Folhas). Os valores representam a média + SE (n=5). As letras @, be ¢
representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagdo, controlo (C), seca moderada (S1) e
seca severa (82), enquanto que as letras r, s e f representam diferengas significativas entre as cvs. em cada

nivel de desidratagdo.

Niveis de desidrataciao

Cv. C St S2
Prolina Folha 12+01® 13+00® 120+0,1®
57-422 Aglcares soliiveis  Raiz 178+ 13®9  20244@9  126+17
Folha 42+5®0 45 1200 115+ 12 @0
Prolina Folha 09+ 01% 10+00® 71+03@
73-30 Agiicares soliiveis  Raiz 200+ 137 285+ 16®0 33043960
Folha  45+5©9 65479 109 + 9 @0
Prolina Folha 07+01® 07402® 100+02@
GC 8-35 Acicares soliveis  Raiz 165+£299 144424 @0 79 +3®Y
Folha 49430 96+2®0  117+12@®

Relativamente ao teor de agucares soluveis nas folhas (Tab. 3.3), verificou-se
que, em condigdes de boa disponibilidade hidrica, as cvs. ndo apresentaram entre si
diferencas significativas. Por outro lado, verificou-se um aumento significativo de
agucares soluveis nas folhas das cvs. 73-30 e GC 8-35, observavel J4 em condigbes de
S1, enquanto que, na cv. 57-422, tal ocorreu apenas em condig¢oes de S2.

Relativamente & concentragdo de prolina nas folhas (Tab. 3.3), em condigdes de
S1, ndo se verificaram nas cvs. estudadas alteragdes significativas. Em condi¢des de S2,
verificou-se, em todas as cvs., um significativo aumento, tendo as cvs. 57-422 e GC $-

35 apresentado os maiores valores.
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3.3.6 Efeitos do “stress” hidrico sobre o teor de clorofilas e a drea foliar especifica
Em relagdo ao teor total de clorofilas, as cvs. ndo apresentaram diferencas
significativas entre si em condi¢des de boa disponibilidade hidrica (Tab.w3.4). O teor de
clorofilas das cvs. 57-422 e 73-30 foi afectado, apenas, em condigdes de S,. No entanto,
na cv. GC 8-35 uma diminuigo significativa comegou a verificar-se ja em condigdes de

S1. Por sua vez, a SLA aumentou também, apenas em condigdes de S, (Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Efeitos da seca sobre a clorofila total (Chl Total, mg g P,) e a area foliar especifica (SLA, cm’
g"') determinados a partir de discos foliares. Os valores representam a média + SE (n=5). As letrasa e b
representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagio, enquanto que as letras r e s

representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel de desidratagdo.

Tratamento
Cv. C S1 S2
57-422 Chl Total 153 £0,8 @0 15,6 +0,5 @9 12,8 0,2 ®
SLA 281 + 14 ®9 278 £ 10 ®9 321 +15 @
73-30 Chl Total 16,1 £ 0,7 @0 17,4 + 1,6 @ 11,4+0,1®
SLA 291 £ 22 ®9 299 + 16 @ 348 + 16 ™9
GC8-35  Chl Total 13,4+ 0,9 @0 9,1+0,1® 7.1£0,0 @
SLA 325 + 6 ®0 320+ 0 ®0 370 +1 @0
3.4 DISCUSSAO

O facto de 0o RWC se ter mantido praticamente inalterado, em todas as cvs., para
valores elevados da “CC”, caindo depois de forma mais acentuada, nas cvs. 57-422 ¢
GC 8-35, quando a “CC” atingiu valores inferiores a 60%, significa que, numa primeira
fase, muito embora as plantas fossem transpirando e o teor de agua do substrato fosse
diminuindo, as moléculas de 4gua eram ainda retidas pelo substrato com pouca energia,
0 que possibilitava a reposigio da agua transpirada com relativa facilidade. A partir de

certos valores criticos da “CC”, as for¢as de retengdo da agua no solo tornaram-se
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maiores € as plantas ja nio foram capazes de compensar as perdas de agua, gerando-se
entdo déficits hidricos internos, traduzidos em decréscimos do RWC, tanto mais
acentuados quanto menor foi o valor da percentagem da “CC”.

Apesar do comportamento geral antes referido, as cvs. apresentaram diferengas
com possivel significado adaptativo. De facto, este tipo de trabalho justifica-se também
pela procura de diferengas genotipicas relativamente a forma como as plantas gerem a
absor¢do e o consumo de 4gua ao longo de um periodo de seca, factos cuja resultante se
traduz em diferentes velocidades de esgotamento da reservas hidricas do substrato ¢ de
desidratagdo celular.

Os resultados mostram que as cvs. estudadas apresentaram diferengas
importantes em relagdo & forma como gerem a dgua. Neste aspecto ¢ de destacar a cv.
73-30, pois, devido as suas baixas condutincias e taxas transpiratdrias logo na parte
inicial do periodo de seca, manteve por mais tempo niveis de hidratagéio elevados, isto
¢, chegou ao fim do ciclo de seca com valores do RWC significativamente superiores ao
das outras duas cvs., sem, portanto, nunca ter eprsto o seu protoplasma a fortes
desidratagges.

De entre as caracteristicas que determinam a resisténcia a seca é de realcar o
comportamento estomatico, que confere vastas possibilidades para o melhoramento
(Ahamadi 1983, Ludlow ¢ Muchove 1988). O fecho dos estomas constitui o principal
mecanismo fisiolégico de controlo das perdas de agua (Hsiao 1973, Schulze 1986,
Turner 1986), adaptando-se de forma reversivel e répidas as alteragdes do meio (Henzel
et al. 1976, Jacquinot er al. 1984). Porém, a eficiéncia dos estomas na conservacgio da
agua depende de varios factores. Verifica-se, por exemplo, que ela ¢ baixa quando a
resisténcia aerodindmica ¢ elevada (Schulze 1988, Davies ¢ Pereira 1992, Meinzer et al.

1993) e também quando o poder evaporativo do ar também ¢ muito elevado (Fisher e
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Turner 1978, Pereira e al. 1985), nﬁq sendo, neste caso, de descurar um efeito directo
da humidade do ar sobre o encerramento estomatico (Schulze 1986, Hernandez er al.
1989, EL-Sharkawy 1990). Portanto, apesar da importincia dos estomas no controlo da
transpiragio, ndo ¢ possivel estabelecer, em alguns casos, uma relagdo absoluta entre g
e T,

Os nossos resultados, ndo permitem de facto o estabelecimento de uma relagdo
linear entre g, ¢ T,, na parte final do ciclo de seca como ja foi referido na apresentagio
dos resultados. Verificou-se em todas as cvs., no 8° dia do ciclo de seca, que, muito
embora o valor de g; fosse ja muito baixo, a T, foi ainda elevada. A explicagdio para tal
facto pode ser encontrada no facto de a transpiragdo depender da condutincia ¢ do poder
evaporativo do ar. De facto, como ja foi referido, tem-se verificado que embora g,
baixe, se o poder evaporativo do ar for elevado, T, mesmo assim continua a processar-
se. Os resultados aqui obtidos apontam em certa medida nesta direcgdo pois, como na
altura se referiu, o A, atingiu na ultima fase da desidratagdo os valores mais elevados.
Por outro lado, com o porémetro ndo se dissocia a g, da g., o que pode ter acontecido
também foi 0 aumento relativo desta ultima, facto que pode ser importante na cv. 73-30,
dado apresentar uma elevada transpiragiio cuticular. Uma outra explicagdo tem a ver
com o facto de a T, ter sido determinada pelo método gravimétrico, havendo portanto
um desfazamento entre este pardmetro e g;, cuja medigdo é instantinea.

Como se verificou no capitulo anterior, a pagina adaxial destas cvs. apresentou-
se com um maior numero de estomas. Tivemos a curiosidade em ver até que ponto essas
diferencas teriam influéncia nas taxas transpiratérias das duas paginas. Os resultados
obtidos indicam diferengas no comportamento estomatico das duas paginas. Alias, esta
diferenca na sensibilidade dos estomas das duas paginas aos factores ambientais foi

referida anteriormente em outras culturas (Sanchez-Diaz 1971). A principal diferenca
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esta no facto de a ggpay ter diminuido mais rapidamente que gq4ax, 0 que pode ter o seu
interesse, se atendermos ao facto de que, no amendoim, nos periodos de maior
desidratacdo a pagina abaxial ¢ a mais exposta & ac¢fio dos raios solares como ja foi
apontado no Capitulo 2.

As curvas que relacionam o y,, com 0 RWC permitem-nos obter informagdes
sobre aspectos importantes da estratégia das plantas para resistirem & seca (Sanchez-
Diaz et al. 1971, Jones et al. 1981, Morgan 1983). As plantas que utilizam
preferencialmente o “drought avoidance” como estratégia para resistirem a seca, fazem-
no mantendo o y, relativamente alto, enquanto que as que utilizam preferencialmente o
“drought tolerance™ para resistirem & seca, o fazem baixando muito o seu Wy (Blum et
al. 1981).

Relativamente aos resultados obtidos, como se disse anteriormente, 0 y,, baixou
muito mais nas cvs. 57-422 e a GC 8-35 do que na cv. 73-30, podendo-se inferir que as
primeiras duas apresentam desenvolvidos em maior grau os mecanismos do tipo
“tolerance”, enquanto que a cv. 73-30 apresenta desenvolvidos em maior grau os
mecanismos do tipo “avoidance”. Também de acordo com vérios autores (Sanchez-Dias
e Kramer 1971, Turner ¢ Henson 1989, Premachandra et al. 1992), o primeiro
comportamento € tipico das células com paredes celulares rigidas e o segundo ¢ tipico
das células com paredes celulares elasticas.

Relativamente aos nossos resultados, verificou-se que, nas cvs. 57-422 e 73-30,
0 y, foi mais elevado em condigdes de seca severa do que em condigdes de seca
moderada, resultados semelhantes aos verificados em Zea mays L. (Premachandra et al.
1992) enquanto que na cv. GC 8-35 manteve-se praticamente inalterado, como também
Ja foi observado em Shorghum bicolor (Wright ef al. 1983) em Cajanus cajan e Vigna

unguiculata .. (Lopez et al. 1987).
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Quanto ao \y;, este parzimetrq apresentou a mesma tendéncia do yy, ou seja
apesar de ter baixado, em todas as cvs., decresceu mais nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35. A
analise das curvas que relacionam o0 RWC com o v, sugerem entdo, dado que, para o
mesmo W, 0 Yy € tanto mais positivo quanto mais baixo for y;, que as cvs. GC 8-35 e a
57-422 teriam sido as {inicas a manter uma certa turgidez gragas ao maior decréscimo
dos respectivos ;. Acontece que apesar de tal facto ndo se ter verificado na cv. 73-30
(s ndo baixou tanto como nas outras) esta manteve o Yp Mais ou menos ao nivel, por
exemplo, da ¢v.57-422. Tal deve-se ao facto de, segundo Nunes ef al. (1989), Ritcher ¢
Kikuta (1989) e Matos (1990), a manutengdo do Vp, em condigdes de seca, ser
conseguida por duas vias: através do abaixamento do Vs e/ou da elevada elasticidade da
paredes celulares. O 'primeiro caso, verificado nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 ¢é uma das
caracteristicas das paredes rigidas, enquanto que o segundo caso, verificado na 73-30, é
uma das caracteristicas das paredes elasticas, o que vem em refor¢o do que se disse

anteriormente. As duas caracteristicas nio sdo mutuamente exclusivas (Ritcher e Kikuta
1989) ¢ talvez por isso mesmo a cv. 73-30 tenha apresentado um certo abaixamento do
seu s, possivelmente a custa do aumento do teor em agticares solaveis e de prolina,
entretanto verificado.

Os nossos resultados mostraram que tanto o teor de agucares soliiveis como o de
prolina nas folhas aumentaram em condi¢des de seca, o que permitiu a todas as cvs. um
certo ajuste osmotico, comprovado pela diminuigdo de Vs.

Em relagéo a prolina, os aumentos foram mesmo muito elevados, facto referido
por outros autores em relagdo a outras espécies (Tumner 1986, Sundaresan e
Suddhakaran 1995) e, segundo Bates (1973), tal aumento € considerado, ao nivel
metabolico, como um dos mais marcantes efeitos da seca. A outra diferenga diz respeito

ao facto de, a semelhanga de referéncias anteriores relativamente a outras espécies
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(Munns ¢ Weir 1981, Aspinall 1986), os aumentos na concentragdo da prolina se terem
verificado apenas em condiges de S2.

A primeira ilagdo a tirar do que foi dito anteriormente é a de que, em condigdes
de S1, a contribui¢o da prolina para o ajuste osmotico ndo existiu em qﬁ;cllquer das cvs.
A outra ilagdo que se pode tirar, de resto ja referida também por Aspinall (1986) e
Munns e Weir (1981), ¢ a de que os aumentos de prolina apresentaram uma relagio com
a adaptacio das plantas a baixos valores de v, acontecendo quando o crescimento
podera ja ter sido inibido. A acumulagio de prolina verificada neste trabalho podera
actuar tanto ao nivel da fungdo “osmorreguladora”, como ao nivel da protecgdo das
macromoléculas contra os efeitos da desidratagdo, emergindo entdio como um dos
componentes da resisténcia protoplasmatica.

O aumento da concentragdo dos agucares soluveis com o decréscimo do 1y,
sugere uma maior contribuig¢io destes para o ajuste osmdtico nos dois niveis de seca. O
caso da 57-422 ¢ uma excepgio, em condi¢des de S1, e para ela ¢ de admitir que outros

solutos que ndo os agucares soliiveis tenham tido um papel mais importante na queda do

Ws.

3.5 CONCLUSOES

Relativamente 4 conservagdo da agua, a nota mais saliente diz respeito a cv. 73-
30, a qual atingiu o final do ciclo de seca em condigées de melhor hidratagdo que as
outras duas cvs.. Esta cv. caracterizou-se também, por ter ﬁpresentado, relativamente, as
outras duas, os mais baixos valores de g, e de T, (em condigdes de boa disponibilidade
hidrica), uma menor taxa de transpiragdo acumulada e um teor hidrico relativo elevado
no encerramento estomatico. O seu comportamento como “avoider™ é reforgado pelo

facto de, relativamente ao ., ter apresentado os menores decréscimos. A elevada
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transpiragdo cuticular pode ser perigosa quando o RWC atinge valores criticos.

As cvs. 57-422 e GC 8-35 consumiram mais rapidamente a agua ao seu dispor,
tendo apresentado no fim do ciclo de seca valores de RWC que podem ser perigosos
para a sua sobrevivéncia em condi¢des de seca. O “drought tolerance” destas duas cvs. é
também posto em relevo pelo menor declive das curvas que relacionam o RWC com o
Wy

Ao contrario do se verificou em relagio ao teor de agucares solaveis, em que o
aumento se processou de forma gradual, & medida que v, baixou, o teor de prolina
aumentou muito mais que o dos agucares soliveis, mas apenas em condi¢des de S2.
Assim parece que os aglcares soluveis deram uma maior contribuigdo para o ajuste

osmético do que a prolina.
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CAPITULO 4

EFEITOS DO “STRESS” HIDRICO NO CRESCIMENTO,
PARTICAO DA BIOMASSA E NA EFICIENCIA DO USO DA
AGUA

4.1 INTRODUCAO

Como se afirmou atras, a resisténcia & seca é determinada por um conjunto de
caracteristicas morfoldgicas, anatomicas, fisiologicas e bioquimicas (Ahamadi e Puard
1984, Khalfaoui e Anneross 1986). Os aspectos morfologicos tém uma grande importincia
nas relagbes hidricas das plantas, na medida em que as caracteristicas das raizes sdo
importantes determinantes do processo de extracgdo da agua do solo, enquanto que as
dimensdes e distribui¢io espacial do aparelho foliar afectam o estado hidrico da planta
atraves da transpiragdo, bem como condicionam a produgo de biomassa. Para além disso, ¢

de considerar as vantagens experimentais decorrentes da sua utilizagdo nos estudos de
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resisténcia a seca: sdo o reflexo integrado do processo em estudo, ultrapassando as
limitagdes decorrentes das medigdes instantineas. Os aspectos morfologicos, se associados
a quantificagdo do consumo de agua, facultam-nos informagdes importantes acerca de
aspectos de grande importdncia para a sobrevivéncia das plantas em condigdes de seca tais
como: diferengas genotipicas relativamente a capacidade de produgdo de biomassa,
distribuicdo dos assimilados pelos diferentes orgdos e da eficiéncia com que utilizam a
agua. Apesar disto e de acordo com Hudak e Patterson (1995), a contribuicdo das
caracteristicas morfologicas néo tem sido adequadamente explorada.

Dado a pertinéncia do tema e, muito essencialmente, pelo facto de ocorrerem
diferengas intra-especificas, o objectivo deste capitulo foi o de analisar o efeito da seca,
utilizando os aspectos morfolégicos e de funcionamento, nomeadamente a produgdo da

biomassa total, a partigio de assimilados e a eficiéncia do uso da agua.

4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Germinacdo, determinagio da capacidade de vaso e condi¢hes gerais de
crescimento.

Para a germinagdo, determinagdo da capacidade de vaso e as condigdes gerais de

crescimento, procedeu-se conforme se descreveu no Capitulo 2.

4.2.2 Imposi¢io do “stress” hidrico

As plantas foram regadas sempre que necessério, para que se mantivessem em boas
condigdes hidricas, isto é, proximo de 90% da “CC”, até aos 40 dias de idade. A partir desta
data (portanto depois da colheita referente ao tempo t;) € durante 30 dias, altura em que se

realizou a outra colheita do material vegetal (correspondente ao tempo t;), a seca foi
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imposta por suspens3o da rega e as plantas foram agrupadas em dois grupos: o grupo
controlo (C) em que as plantas eram regadas de forma a se manterem a 90% da “CC” ¢ o
grupo do tratamento (S), em que as plantas eram submetidas a ciclos de seca, s6 sendo
regadas, para repor a agua a “CC”, quando 0s vasos atingiam um peso correspondente a
aproximadamente 70% “CC”. A adigdio da solugdo nutritiva (Hoagland e Snyder 1933),

fazia-se a todas as plantas antes do inicio de cada ciclo de seca.

4.2.3 Calculo dos indices de crescimento

O calculo dos indices de crescimento foi realizado conforme foi descrito no

Capitulo 2.

4.2.4 Determinaciio da biomassa e das dimensdes do aparelho assimilador

As duas colheita, assim como a determinagio d# biomassa radicular (Wg), caulinar
(Wc), foliar (Wr) € do peso seco das vagens foram realizadas segundo o procedimento
descrito no Capitulo 2. O mesmo em relagio a biomassa total (TDM, gramas de matéria
seca por planta) e a razdo raiz/parte aérea. A percentagem de afectagdo (%A) foi utilizada
para quantificar a sensibilidade de cada 6rgdo a seca e foi calculada pela formula: %A= (C-
S)/C x 100, em que C ¢ o valor da biomassa do respectivo orgéo em condigdes de boa
disponibilidade hidrica e S o seu respectivo valor em condigdes de seca. Portanto, os
valores positivos e negativos significam, relativamente ao tratamento controlo, decréscimos
€ Incrementos, respectivamente. A area foliar e o numero de folhas foram determinadas

conforme foi descrito no Capitulo 2.
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4.2.5 Determinacio da eficiéncia do uso da igua a longo prazo

A eficiéncia do uso da dgua a longo prazo (WUE) foi calculada pela razdo entre a
variagdo da biomassa (dw) produzida no intervalo de tempo considerado, expressa em
gramas (g), e a correspondente quantidade de 4gua consumida (AC) expressa em
quilogramas (kg). A variagio de biomassa (dw) foi calculada pela diferenga entre a
produgdo de biomassa total no tempo t, e a produgdo de biomassa total no tempo t;.

A determinag8o de (AC) entre aqueles dois intervalos de tempo foi feita utilizando o
metodo gravimétrico, pesando o conjunto vaso-substrato-planta. Para subtrair a evaporagio,
a superficie livre dos vasos foi coberta com uma camada de perlite. Ndo sendo no entanto
este material completamente impermeavel, prepararam-se dois conjuntos de vasos, sem
plantas, mas com a superficie livre coberta com perlite; um que foi sujeito ao tratamento de
rega idéntico ao das plantas testemunha e outro com o tratamento das plantas sob "stress".
A AC foi entdo calculada com maior rigor, pela diferenga entre o peso dos vasos com

planta protegidos com perlite e o dos vasos apenas com perlite.

4.2.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos dados, aplicou-se, aos parametros estudados, uma
analise de varidncia (ANOVA) com dois factores com um nivel de confianca de 95%.
Baseado nos resultados da ANOVA, utilizou-se o teste de Tukey para a comparagdo de

médias entre 0s gendtipos (7, s) ou condigdes hidricas (a, b).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre algumas caracteristicas da folha

Em condigdes de boa disponibilidade hidrica, a cv. 57-422 apresentou uma maior
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Tab. 4.1 Efeitos da seca sobre algumas caracteristicas da folha, nomeadamente a area foliar (Ag, cm?), niimero
de folhas (Nf), razio do peso foliar (LWR, g g') e a area foliar especifica (SLA, cm® g'). Cada valor
representa a média + SE (n=5). As letras a ¢ b representam diferengas significativas entre os tratamentos
controlo (C) e seca (S), enquanto que as letras 7, s e ¢ representam diferengas significativas entre as cvs. em
cada tratamento.

Caracteristicas da folha

Cv. Tratamento Af Ng LWR SLA
57-422 C 455 + 34 &0 174 + 27 @0 0,50 +0,02®  142+0@Y
S 246 + 0 &0 123 +8 @ 0,37+0,00®” 150 +0®
73-30 C 248431 1144180 0,40 +0,03 @9 155+ 0®
S 244£20®7 108 £ 14 @0 034001 212+0®
GC 8-35 C 315 +2] & 129 + 12 @0 0,42 +0,00®9 192 4+ 5@
S 294+21@7 90410 @0 0,40 £0,02®7 205 +6 @

area foliar total (Tab. 4.1). A seca provocou uma redugdo significativa da area foliar,
apenas na cv. 57-422 (Tab. 4.1). Em condigdes de seca, apesar de as diferwen(;as entre as cvs.
ndo serem significativas, a cv. GC 8-35 revelou uma tendéncia para se apresentar com uma
maior area foliar (Tab. 4.1). Quanto ao numero de folhas (Tab. 4.1), verificou-se, em
condi¢des de boa disponibilidade hidrica, que, apesar de as diferengas ndo terem sido
significativas, ele foi maior na cv. 57-422. A seca ndo provocou alteragdes significativas no
namero de folhas. Em termos percentuais, o niimero de folhas foi mais afectado que a area
foliar na cv. GC 8-35, enquanto que o contrario se verificou na cv. 57-422.

Em condiges de boa disponibilidade hidrica, os maiores valores da LWR foram
observados na cv. 57-422, enquanto que os maiores valores da SLA verificaram-se na cv.
GC 8-35 e os mais baixos na cv. 57-422 (Tab. 4.1). O “stress” hidrico provocou um

decréscimo significativo da LWR apenas na cv. 57-422, ndo se tendo verificado nestas
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condigdes hidricas diferengas significativas entre as cvs. O “stress” hidrico provocou
aumentos significativos da SLA na cv. 73-30, enquanto que nas outras duas cvs., apesar de

a tendéncia ter sido o aumento, tais alteragdes nio foram significativas.

4.3.2 Efeitos do “stress” hidrico sobre alguns indices de crescimento
Em condig¢des de boa disponibilidade hidrica, os matores valores da LAR ocorreram
nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 (Tab. 4.2), enquanto que os maiores valores da NAR foram

observados nas cvs. 57-422 e 73-30. Nestas condig¢des hidricas, os maiores valores da RGR

Tab. 4.2 Efeitos da seca sobre a razio de area foliar (LAR, m® kg™"), taxa de assimilagdo aparente (NAR, g m™
dia™), taxa de crescimento relativo (RGR, mg g dia™), duragio da area foliar (LAD, dm’ dia) e a produgdo
total de matéria seca (TDM, g). Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a e b representam
diferencas significativas entre os tratamentos controlo (C) e seca (S), enquanto que as letras » e s representam
diferengas significativas entre as cvs. em cada tratamento.

Cv. Tratamento LAR NAR RGR LAD TDM
57-422 C 71430 71204® 501 9248®) 6 5+036@
S 59+0®  35+01®0 21140 6542®0 4440000
73-30 C 62450 52407® 334560 sgps@  40103@
S 3300 37400%0 2736 57430 34402@
GC 8-35 C 80+£3%7  38+06% 31:5@0  76+3®0 39101 @
S 82147 31401® 26£4®0 734460 37402@

verificaram-se na cv. 57-422. Em condigdes de “stress” hidrico, LAR decresceu na cv. 57-
422, sofreu um aumento na cv. 73-30 e manteve-se inalterada na cv. GC 8-35. Por sua vez,
NAR manteve-se inalterada na cv. GC 8-35 ¢ decresceu significativamente nas cvs. 57-422
¢ 73-30 (Tab. 4.2), enquanto que RGR decresceu significativamente na cv. 57-422 e

manteve-se relativamente estavel nas outras duas cvs., ndo se tendo verificado diferencas



Capitulo 4 Seca versus crescimento ¢e WUE 88

significativas entre todas as cvs..

Em condi¢des de boa disponibilidade hidrica, os maiores valores“de LAD e TDM
ocorreram na cv. 57-422 (Tab. 4.2). Em condigdes de “stress” hidrico, estes dois
pardmetros sofreram decréscimos significativos apenas na cv. 57-422 e permaneceram
inalterados nas outras duas cvs. (Tab. 4.2). Nestas condigdes hidricas, relativamente a LAD,
as cvs., ndo apresentaram entre si diferengas significativas, enquanto que em relagdo a

TDM, a cv. 57-422 apresentou os maiores valores.

4.3.3 Efeitos do “stress” hidrico sobre a producio de biomassa radicular, caulinar e

foliar

Em relagdo a Wg (Tab. 4.3), verificou-se, que, em condigdes de boa disponibilidade

Tab. 4.3 Efeitos da seca sobre a biomassa radicular (Wr), caulinar (W¢) e foliar (W), Cada valor expresso em
gramas de peso seco representa a média + SE (n=5). As letrasa e b representam diferengas significativas entre
os tratamentos controlo (C) e seca (S), enquanto que as letras » e s representam diferengas significativas entre
as cvs. em cada tratamento. )

Cv. Tratamento Wr Wc Wr
57-422 - C 0,5+ 0,0 @" 2,8+02® 3,2+0,2 @0
S 0,6 +0,0 " 2,2 40,0 ® 1,7+0,0 ®0
73-30 C 0,3 +0,0® 2,1+0,1@ 1,6 +0,2 @
S 0,5+ 0,0 @ 1,7+0,1®9 1,240,1 &0
GC 8-35 C 0,3 +0,0® 2,0+0,1@ 1,6 40,1 @
S 0,5+0,1 @0 1,6 £0,1 & 1,4 £0,1@0

hidrica, a cv. 57-422 também superou significativamente as outras duas cvs.. Em condi¢es
de seca, Wy aumentou significativamente nas cvs. 73-30 e GC 8-35 (Tabs. 4.3). Nestas
condigdes hidricas, as cvs. ndo apresentaram diferencas significativas entre si.

Em condigdes de boa disponibilidade hidrica, a produgdo de W foi
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significativamente maior na cv. 57-422 (Tab. 4.3). A seca provocou, em todas as cvs., um
decréscimo significativo da Wc (Tab. 4.3). Em condigdes de seca, a cv. 57-422 apresentou
valores significativamente mais altos de We.

No tocante 2 Wr (Tab. 4.3), verificou-se que, em condi¢des de boa disponibilidade

Tab. 4.4. Sensibilidade dos diferentes drgdos da planta a seca, expressa como percentagem de variagio em
relagio ao controlo. Cada valor representa a média + SE (n=5).

Cv. ’ Raiz Caule Folhas
57-422 20447 21449 47+4,1
73-30 67+ 11,0 19+£75 25152
GC 8-35 -67 £ 15,1 20+7,2 13+£26

hidrica, a 57-422 diferenciou-se significativamente das cvs. 73-30 e GC 8-35, apresentando
a maior produgio de Wy. A seca provocou um decréscimo sigm'ﬁcativo na Wr das cvs. 57-
422 (principalmente nesta cv.) e 73-30 (Tabs. 4.3-4.4). Na cv. GC 8-35, a alteragdo nio foi
significativa Nestas condig¢des hidricas, embora a diferenca entre as cvs. tenda a ser menor
em relagdo ao verificado para o controlo (nfio sdo mesmo significativas), a cv. 57-422

apresentou, relativamente as outras duas, uma maior Wr.

4.3.4 Efeito do “stress” hidrico sobre a producio de vagens

Em condi¢des de boa disponibilidade hidrica, as cvs. 57-422 e¢ GC 8-35
apresentaram, em relagdo a cv. 73-30, produgdes de vagens significativamente mais
elevadas. Em condigdes de seca, a produgdo de vagens sofreu decréscimos significativos
nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35. Nestas condi¢des hidricas, a cv. GC 8-35 apresentou, em

relagdo as outras duas cvs., produgdes de vagens significativamente mais elevadas (Fig.
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Fig. 4.1 Efeito da seca sobre o peso de vagens (determinado apos secagem das mesmas ao ar livre) por planta.
Cada valor expresso em gramas representa a média + SE (n=5). As letras a e b representam diferencgas
significativas entre os tratamentos controlo (C) e seca (8), enquanto que as letras 7 e s representam diferengas
significativas entre as cvs. em cada tratamento.

4.3.5 Efeito do “stress” hidrico sobre a particao da biomassa
As alteragdes antes mencionadas provocaram uma alteragio nos padrdes normais da

distribuicdo da biomassa pelos diferentes Orgaos das plantas (Tab. 4.5 e Figs. 4.2).

4.3.5.1 Efeito do “stress” hidrico na percentagem relativa dos diferentes 6rgios da
planta

A percentagem de raizes aumentou significativamente em condi¢des de seca, em
todas as cvs. (Tab. 4.5). Quanto a percentagem de caules, ela aumentou significativamente
na cv. 57-422, enquanto que nas outras duas (apesar de uma tendéncia para decrescer na cv.
GC 8-35) ndo foi significativamente alterada (Tab. 4.5). A seca provocou um decréscimo
significativo na percentagem de folhas das cvs. 57-422 e 73-30, enquanto que na GC 8-35

ndo foi significativamente alterada.
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Tab. 4.5 Efeito da seca sobre a partigio da biomassa, expressa como percentagem do peso seco (Py) total.
Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a e b representam diferengas significativas entre os
tratamentos controlo (C) e seca (S), enquanto que as letras 7 e s representam diferengas significativas entre as
cvs em cada tratamento.

Cv. Tratamento Raiz (%) Caule (%) Folhas (%)
57-422 C 7+0,1® 43 +1,8® 50+1,7@
S 13 40,56 @ 50 + 0,4 @0 37+0,1®0
73-30 C 740,300 53 +3,6@0 40 +3,1 @9
S 14+0,5@ 51+1,9@0 34 11,200
GC 8-35 C 7+0,160 50 + 0,6 @ 42404 @
S 15403 @ 45 +1,5 @0 40+1,2@9

4.3.5.2. Efeito do “stress” hidrico sobre a razio raiz/parte aérea

Quanto a razdo raiz/parte aérea (Fig. 4.2), verificou-se que, tanto em condigdes de

0,2 +

(ayr) (ar)

0,16

0,12 -+ ac

B S

0,08

0,04 +

57-422 73-30 GC 8-35

Fig. 4.2 Efeito da seca sobre a razio raiz/parte aérea. Cada valor representa a média + SE (n=5). Asletras a e
b representam diferengas significativas entre os tratamentos controlo (C) e seca (S), enquanto que as letras 7 e
s representam diferengas significativas entre as cvs. em cada tratamento.

boa disponibilidade hidrica como em condigdes de seca, as cvs. ndo diferiram

significativamente entre si. Em condigbes de seca, esta razio aumentou
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em todas as cvs.

Os resultados apresentados (Tabs. 4.3-4.5) sugerem que a cv. 57-422 fez o
ajustamento da razio raiz/parte aérea, essencialmente & custa de fortissimos decréscimos da
parte aérea (caules e folhas), enquanto que a cv. GC 8-35 fé-lo a custa de fortes aumentos
Wr (a parte aérea ndo foi afectada). A 73-30 aumentou esta razdo, ndo s6 devidos aos
significativos decréscimos da parte aérea (folhas), mas também devido aos significativos

aumentos da sua Wg.

4.3.6 Efeito do “stress” hidrico sobre a WUE
As cvs. apresentaram diferengas em relagio a WUE (Tab‘. 4.6). Assim, em condig¢des de
boa disponibilidade hidrica, os valores apresentados pelas cvs. 57-422 e 73-30 foram
significativamente mais elevados do que os apresentados pela cv. GC 8-35. Nestas
condigdes, dw foi significativamente maior na 57-422 (Tab. 4.6). Ainda em condi¢des de
boa disponibilidade hidrica, verificou-se que o consumo de agua foi significativamente
maior nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 (Tab. 4.6). Em condi¢des de seca, verificou-se, em todas
as cvs. estudadas, um aumento da WUE (Tab. 4.6), significativos apenas para as cvs. 57-
422 e GC 8-35. Por sua vez, dw decresceu significativamente apenas na cv. 57-422,
enquanto que, relativamente a AC, tal facto ocorreu nas cvs. 57-422 e GC 8-35 (Tab. 4.6).
Em condi¢des de seca, os valores de AC, foram significativamente maiores nas cvs. 73-30 e
GC 8-35, enquanto que os valores de WUE foram significativamente maiores na cv. 57-22.
Verificou-se, em todas as cvs., que as restrigdes ao consumo de agua foram sempre
superiores as restrigdes no incremento da biomassa. Contudo, algumas diferengas podem
ser apontadas. A redugdo do consumo de agua, na cv. GC 8-35, foi 2,9 vezes maior do que

a reduc@io no crescimento. Nas cvs. 57-422 e 73-30, foi também maior, 1,4 € 1,1 vezes,
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respectivamente. A cv. 57-422 foi a dnica em que a seca provocou decréscimos

significativos no dw.

Tab. 4.6 Efeitos da seca sobre a variagio da biomassa (dw, g de peso seco), dgua consumida (AC kg) e a
eficiéncia do uso de agua (WUE, g kg™') durante um intervalo de tempo de 30 dias. Cada valor representa a
média + SE (n=5). As letras a e b representam diferengas significativas entre os tratamentos controlo (C) e
seca (S), enquanto que as letras » e s representam diferengas significativas entre as cvs. em cada tratamento.

Cv. Tratamento dw AC WUE
57-422 C 3,91 +0,24@" 0,95 + 0,04 @ 4,12 +0,16 ®0
S 1,88 + 0,19 &0 0,29 + 0,02 ® 6,48 + 0,31 &0
73-30 C 2,16 £0,17 @ 0,58 + 0,10 &% 3,80 + 0,31 ®°
S 1,53 £ 0,28 @0 0,40+0,14 @0 4214072
GC 8-35 C 2,17 +0,07 @ 0,76 + 0,07 @ 2,90 +0,19 &
S 1,80 40,27 " 0,39 +0,07 4,67 +0,55 “
4.4 DISCUSSAO

LAR depende da SLA e da LWR. Os decréscimos da LAR, na cv. 57-422 estdo
associados aos decréscimos da LWR, enquanto que, na cv. 73-30, o aumento da LAR esta
associado aos aumentos da SLA. Por sua vez, a estabilidade da LAR na cv. GC 8-35 pode
ser explicada pela estabilidade (entretanto observada ) dos seus dois componentes. De uma
forma geral, SLA revelou-se mais susceptivel a alteragdes do que a LWR, ja que de acordo
com Teixeira e Ricardo (1983), este componente da LAR ¢é uma caracteristica
relativamente estavel sob a ac¢do de diferentes condigdes ambientais.

LAR e NAR s3o os dois componentes da RGR. De uma maneira geral, em termos
percentuais, a NAR foi o mais afectado que a LAR. No caso da cv. 73-30, tal podera ser
devido aos aumentos significativos da SLA, facto que lhe tera retirado uma certa eficiéncia
fotossintética, enquanto nas outras duas cvs., as causas de tal decréscimo podem estar

relacionadas com gastos na manutengdo da SLA ou com o ajustamento osmotico. Como se
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viu, RGR decresceu significativamente apenas na cv. 57-422, o que vat de encontro aos
resultados verificados em trabalhos anteriores com outras culturas (Cutler e Rains 1977,
Pandey er al. 1984, Simane er al., 1993), podendo tal facto ser explicado pelos decréscimos
de LAR e NAR.

Em func@o dos resultados obtidos neste trabalho , pode dizer-se que os decréscimos
significativos da LAR e da NAR (principalmente este) explicam na cv., 57-422, os
significativos decréscimos da RGR. Por sua vez, na cv. 73-30, o aumento da LAR
compensou a diminuigdo da NAR permitindo a estabilidade da RGR, enquanto que na cv.
GC 8-34, a manutengiio da RGR relaciona-se com a relativa estabilidade dos seus dois
componentes. Portanto, alicergada nos factores de capacidade (maior area foliar e elevada
LAR) e nos factores de eficiéncia (maior NAR), a estratégia da 57-422 consistiu em crescer
de forma, enquanto houveb agua e restringir fortemente o crescimento quando ela escasseou.

A cv. 57-422 apresentou, em condigdes de boa disponibilidade hidrica, os maiores
valores de RGR; como ja foi dito, e também os ﬁﬁu’ores valores de TDM. Resultados
similares foram também observados anteriormente tanto em monocotileddneas como em
dicotiledoneas (van Andel e Biere 1990), reflectindo uma maior capacidade competitiva
dos genétipos com maior RGR (Poorter 1990, van Andel e Biere 1990). A semelhanga do
que foi observado anteriormente em outras espécies (Nagarajah e Schulze 1983, Wright et
al. 1983 Simane et al., 1993), a cv. 57-422 foi a unica que apresentou decréscimos
significativos de TDM em condigdes seca. Apesar disto, dados os elevados valores iniciais
conseguiu ainda assim apresentar uma elevada produgdo de matéria seca, o que pode ter
sido importante para a produgio de vagens.

Outro aspecto que tem merecido atengdo de vérios autores (Bansa ef al. 1992,

Medrano e Vadell 1992, Lawlor 1995) ¢ o que diz respeito as relagdes entre 0 TDM e o
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indice de colheita (HI), j4 que o aumento da produtividade agricola pode ser feito, quer
aumentando a produgdo de TDM, quer aumentando a eficiéncia com que ela € canalizada
para o produto agronomicamente ttil.

Apesar de os resultados relativos a produgio de biomassa e produgdio de vagens
terem sido obtidos de ensaios diferentes, pode-se considerar que o comportamento da cv.
57-422, relativamente a cv. 73-30, reflecte uma associagdo positiva entre a produgdo de
matéria seca ¢ a de vagens e sugere, tendo em conta apenas estes indices de crescimento,
que a cv. 57-422 consegue uma maior produgio de vagens a custa de uma maior produgdo
de TDM. A cv. GC 8-35, apesar de ter uma TDM igual a da cv. 73-30, apresentou uma
produgdo de vagens muito superior, sé igualada pela 57-422, a qual como ja foi dito, teve,
relativamente a ela, uma TDM muito superior. Portanto, tendo apenas em consideragdo
estes dados, o comportamento da cv. GC 8-35, relativamente s outras duas, revelou uma
fraca associagdo entre a TDM e a produgdo de vagens, a qual se traduziu numa maior
eficiéncia na canalizagdo da biomassa para o produto agronomicamente util, facto ja
anteriormente referido por vérios autores noutras plantas (Barneix 1990, Bansa et al. 1992,
Lawlor 1995).

De acordo com Ceulemans (1990), a produtividade das plantas € o resultado de
complexas interacgdes entre 0 ambiente e a sua constitui¢do genética, sendo esta interacgio
influenciada ndo s¢ pelas taxas fotossintéticas e produgdo de biomassa mas também pela
distribui¢do desta pelas diferentes partes da plantas. Os nossos resultados mostram que a
seca alterou o padrio normal da parti¢do dos assimilados.

O aumento da massa radicular observado nos nossos trabalhos esta de acordo com
resultados anteriores obtidos em varias especies (Markart III er al. 1979, Hoogenboom et

al. 1987a, Wright et al. 1983, Wright e Smith 1983, Schopfer ¢ Plachy 1985, Saab et al.
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1987). No ambito da adaptagio das plantas a seca, esta ¢ uma das mais importantes
alteragdes morfologicas, ja que tal facto lhes permite aumentar o volume de solo explorado
pelas raizes e portanto a 4gua disponivel. Contudo, em termos de conservagdo da agua, a
eficiéncia deste mecanismo dependerd da taxa a que ela ¢ transferida para a atmosfera
através da transpiragio, a qual a curto prazo ¢ controlada essencialmente pela condutincia
estomatica e a médio-longo prazo pela redugio da superficie transpirante. A alteragio da
razdo raiz/parte aérea, quando se passa de situagdes de boa disponibilidade hidrica para
situages de seca, é, por isso, utilizada nos estudos de resisténcia a seca como pardmetro
que reflecte de forma integrada o controlo da transpiragdo ao nivel radicular e foliar. Os
resultados mostram que razio raiz/parte aérea aumentou, em todas cvs. estudadas, como
também ja foi observado em Sorghum spp. (Wright et al. 1983), Glycine max. (Huck et al.
1986) e Triticum turgidum L. var. durum (Simane et al. 1993). O aumento da razio
raiz/parte aérea resulta da alteragio do balango hormonal induzido pela seca (Bradford e
Hsiao 1982, Hsiao e Bradford 1983, Davies et al. 1986, Guinn et al. 1990, Morgan ef al.
1990), que tem como efeito uma alteragdo diferencial do crescimento da parte aérea e da
raiz, inibindo o crescimento da primeira e estimulando o da segunda (McCreen e Fernandez
1989, Creelman et al. 1990, Saab et al. 1990).

Dado que os dois componentes desta razio tém fungdes diferentes, interessou-nos
destringar o grau de afecta¢io de cada um deles e procurar diferengas varietais. Na cv. 57-
422, a razdo raiz/parte aérea aumentou, nio porque a biomassa radicular tenha sofrido forte
incremento, mas essencialmente pelo facto de a parte aérea, principalmente a biomassa
foliar ter sofrido grande redugdo, como também Ja foi observado em outros trabalhos com
outras culturas (Pandey er al. 1983, Huck e a/. 1986 e Hoogenboom er a/. 1987b); na 73-

30 tal € devido a um fortissimo aumento da biomassa radicular e forte decréscimo da parte
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aérea , enquanto que a GC 8-35 consegue-o mantendo a parte aérea praticamente intacta e
aumentado significativamente a sua biomassa radicular. Assim sendo, a cv. GC 8-35 parece
ser a que apresentou o melhor ajuste da razdo raiz/parte aérea, pois aumentou a capacidade
de absorver 4gua sem que contudo tenha prejudicado de forma substancial as dimensdes do
aparelho assimilador.

Por Gltimo, convém também analisar a forma como foram afectados os dois
componentes da parte aérea, ja que a transpirago se faz preferencialmente nas folhas, caule
atribuindo-se ao caule fungdes de armazenamento de agua ¢ outras substincias que podem
ser mobilizadas em caso de caréncia hidrica (Larcher 1995, Rodrigues er al. 1995).
Consequentemente reduzir mais a biomassa foliar do que a biomassa caulinar podera ser
vantajoso. De uma forma geral e em termos percentuais, a biomassa foliar foi mais afectada
que a caulinar, facto mais evidente nas cvs. 57-422.

Os resultados obtidos mostram que os niveis de deficit hidrico utilizados neste
trabalho provocaram ﬁm aumento da WUE de’todas as cvs., mas significativos apenas nas
cvs. 57-422 ¢ GC 8-35, como de resto ja foi verificado em Vigna unguiculata (Turk e Hall
1980), Amaranthus hypocondriacus, Amaranthus retroflexus, Portulaca oleracea, Beta
vulgaris, Chenopodium album (Miller et al. 1984) e Plantago spp. (Sawada e Sugai 1984).

A WUE pode ser aumentada, em condi¢des de seca, tanto pela menor redugdo do
crescimento em relagdo a reducdo ocorrida ao nivel da agua consumida, como pelo maior
decréscimo do consumo de 4gua relativamente ao decréscimo do crescimento. Assim
sendo, um dos aspectos mais importantes para selecgdo em relagdio a seca sera o de procurar
diferengas genotipicas em relagdo ao melhor equilibrio entre as redugdes das perdas de
agua e as redugdes do crescimento.

O aumento da WUE deveu-se fundamentalmente a um maitor decréscimo no
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consumo de 4gua do que na produgdo de biomassa, tendo-se verificado no entanto
diferengas entre as cvs. O aumento da WUE na cv. 57-422, em condi¢des de seca, deveu-se
a fortes decréscimos da biomassa associadas a ainda fortissimas restrigdes no consumo de
agua, enquanto que na cv. GC 8-35 tal aumento resultou de forte reducdo no consumo de
agua, tendo-se mantido estatisticamente inalterada a producdo de biomassa. A cv. 73-30
praticamente mantém os niveis de biomassa e de consumo de agua, dai a pequena variagdo
da WUE.

Numa agricultura de sequeiro, em que a seca é intermitente, o comportamento da
cvs. 57-422 ¢ interessante, na medida em que podem utilizar toda a 4gua disponivel de
forma eficiente. Quando ha agua em abundincia, ela privilegia a produgdo de elevada
quantidade de biomassa, mesmo que isto signifique elevados consumos de dgua. Quando a

agua escasseia, aumenta a WUE, através de restrigdes drasticas no consumo de 4gua.

4.5 CONCLUSOES

A cv. 57-422 apresentou, em condigdes de boa disponibilidade hidrica, as maiores
taxas de crescimento ¢ produ¢Bes de matéria seca. As maiores taxas de crescimento
encontram explicagdes nos factores de capacidade (area foliar e razio de area foliar altos) e
nos factores de eficiéncia (maior NAR). As maiores produgdes de matéria seca podem ser
explicadas pelos maiores valores de RGR e de LAD. Nestas condigdes hidricas, as maiores
produgdes de vagem verificaram-se nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35.

A seca provocou decréscimos significativos de RGR, LAD e TDM apenas na cv.
57-422. Por sua vez, o decréscimos na produgdo de vagens foi significativo nas cvs. 57-422
¢ GC 8-35. A cv. GC 8-35 apresentou uma maior eficiéncia na canalizagdo da biomassa

para o produto util, tanto em condi¢des de boa disponibilidade hidrica, como em condi¢des
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de seca.

A seca provocou um aumento na razio raiz/parte aérea. Na cv. 57-422, a razio
raiz/parte aérea aumentou, ndo porque a biomasa radicular tenha sofrido forte incremento,
mas essencialmente pelo facto de a parte aérea ter sofrido grande reducdo; na 73-30 tal é
devido a um fortissimo aumento da biomassa radicular e forte decréscimo da parte aérea ,
enquanto que a GC 8-35 consegue-o aumentado significativamente a sua biomassa
radicular e alterando relativamente pouco a sua parte aérea.

De uma forma geral, o decréscimo da parte aérea deveu-se essencialmente mais ao
decréscimo da biomassa foliar, do que da biomassa caulinar, facto muito evidente na cv.
57-422. Assim sendo, a cv. GC 8-35 parece ser a que apresentou o melhor ajuste da “razdo
raiz/parte aérea, pois aumentou a capacidade de absorver agua sem que contudo tenha
prejudicado de forma substancial as dimensdes do aparelho assimilador.

A seca aumentou a WUE de todas as cvs., tendo os aumentossido significativos
apenas nas cvs. 57-422 e GC 8-35. Tal aumento da WUE deveu-se fundamentalmente a
um maior decréscimo no consumo de agua do que na produgdo de biomassa, tendo-se
verificado no entanto diferengas entre as cvs. No caso da 57-42, o aumento fez-se & custa,
de uma drastica redugdo do consumo de dgua e significativos decréscimos na acumulagio
de matéria seca, enquanto que na cv. GC 8-35, o melhor ajuste da razdo raiz/parte aérea,
ter-lhe-a permitido uma melhor extracgdo de agua do substrato ndo comprometendo de
forma significativa as dimensdes do seu aparelho assimilador e a produgdo de biomassa
total. A cv. 73-30 praticamente mantem os niveis de biomassa e de consumo de agua, dai a

pequena variagdo da WUE.
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CAPITULO 5

EFEITOS DO “STRESS” HIDRICO NAS TROCAS GASOSAS

| 5.1 INTRODUCAO

A fotossintese ¢ ndo so6 um indicador de produtividade como também um indicador
de “stress”, na medida em que tem a particularidade de ser, por um lado, um processo de
que depende em f{ltima instdncia a produtividade vegetal e, por outro, um dos mais
sensivels aos varios tipos de “stress”, como sejam: o térmico (Oquist 1983, Woolhouse
1983), 0 luminoso (Ramalho 1998), o nutricional (Lidon 1993) e o hidrico (Campos 1998).

No caso do “stress” hidrico, desde ha muito que se sabe que os seus efeitos se
fazem sentir através do decréscimo da condutincia estomatica ¢, consequentemente, da
diminui¢do da difusdo do CO, para os locais de carboxilagdo. A constatagio de que a

conduténcia estomdtica e a fotossintese liquida variavam de forma mais ou menos paralela
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no inicio do processo de desidratag:ﬁ‘o, para depois a fotossintese liquida sofrer uma
redugdo superior a da conduténcia estomatica, chamou 4 atengdo para a possibilidade de as
limitagdes decorrentes do decréscimo da absorgdo do CO, poderem ni;) Ser os unicos
responsaveis pela queda da fotossintese em condigdes de seca.

Com efeito, o decréscimo da condutdncia estomatica, em muitos casos, nio evita a
desidratagio severa, a qual tem como consequéncias o exacerbar de certos processos
fisiologico tais como: “stress” oxidativo (Jones 1992, Lawlor e Uprety 1993, Lawlor 1995),
peroxidagdo dos lipidos (Lawlor 1995, Campops 1998), protedlise (Aspinall e Paleg 1981,
Hanson 1983, Zuily-Fodil et al. 1990, Chaves 1991), acidificagdo do estroma (Kaiser
1987,, Kaiser 1987, Lawlor 1995), aumento da concentragdo de solutos (Kaiser 1987,;
Kaiser 1987, Quick et al. 1992) e dissociagio dos complexos lipo-proteicos (Bacall e
Garcia 1981, Poljakoff-Mayber 1983, Urquiza e al. 1988). Estas alteragdes tém efeitos
negativos no funcionamento celular e da maquinaria fotossintética, em particular, factos de
que sdo reflexos os decréscimos da capacidade fotossintética e da eficiéncia quéntica
verificados frequentemente nestas condigdes hidricas. De modo que actualmente ¢ ponto
assente que a fotossintese decresce, em condigdes de seca, devido tanto a efeitos
estomaticos como a efeitos ndo-estomaticos, dependendo a importincia relativa de cada
um deles da severidade da desidratagio.

Da maior ou menor estabilidade das trocas gasosas dependem a sobrevivéncia e a
produtividade das plantas em condi¢des de seca, sendo aquela um bom indicador do grau
de afectagdo do metabolismo por este “stress” ambiental. Acontece também que os
genotipos diferem em relagdo a este aspecto, podendo tais diferengas, uma vez detectadas,

apoiar o desenvolvimentos dos trabalhos de melhoramento. Assim sendo, neste capitulo, é
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nosso objectivo pesquisar diferengas genotipicas, ao nivel da taxa de fotossintese liquida e
da capacidade fotossintética, tanto em condigdes de elevada hidratagio como em condigdes

de seca.

5.2 MATERIAL E METODOS
5.2.1 Condigdes gerais de crescimento e determinacio do teor hidrico relativo
As condigdes gerais de crescimento € a determinagdo do teor hidrico relativo

(RWC) ja foram descritos nos Capitulo2 e 3, respectivamente.

5.2.2 Determinagdo da condutincia estomdtica, taxas de transpiraciio e fotossintese
liquida e da eficiéncia instantinea do uso da dgua

A determinagdo da condutdncia estomatica (g,), taxas de transpiragdo (T, e
fotossintese liquida (P,) foi feita conforme o descrjto no Capitulo 2. A eficiéncia

instantdnea do uso da dgua (WUE)) foi calculada pela razdo entre P, ¢ T,.

5.2.3 Determina¢io da capacidade fotossintética

A capacidade fotossintética (An,y) foi determinada conforme o descrito no Capitulo

5.3. RESULTADOS
5.3.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre a condutincia estomditica e taxas de
transpiracio e fotossintese liquida

A resposta das cvs. de amendoim ao “stress” hidrico foi caracterizada por um
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decréscimo na g, T, € P, tendo-se contudo notado algumas diferengas entre elas,

relativamente a forma como tal alteragdo se processou.
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Fig. 5.1 Variagdo da condutincia estomatica (gs) ao longo de valores decrescentes do teor hidrico relativo
foliar (RWC). Cada valor representa a média + SE (n=5).

Em condigdes de elevada hidratacdo, verificou-se que g;, era mais elevada nas cvs.
57422 ¢ CG-8-35 e bem mais baixa na 73-30. Com a redugiio do RWC, observou-se, na cv.
GC 8-35, um decréscimo abrupto de g,, de maneira que para valores de RWC entre 90 ¢
70%, esta cv. apresentou valores de g iguais ao da cv. 73-30 (Fig. 5.1). Pode observar-se
também que na cv. 57-422 g, baixou mais gradualmente e tem, no intervalo considerado, os
valores mais elevados. A cv. 73-30, caracterizou-se por baixos valores de g;, em condigdes
de boa hidratagdo, e pequenos decréscimos deste pardmetro i medida que o RWC
decrescia. E de notar também que em relagdo a esta cv., 0s estomas mantiveram ainda uma
condutancia razoavel para valores de RWC abaixo dos 60%, o que ndo aconteceu com as

outras duas, em que g, tomou valores mais baixos (Fig. 5.1).
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Fig. 5.2 Variagdo da transpiragdo (T,) ao longo de valores decrescentes do teor hidrico relativo foliar (RWC).
Cada valor representa a média + SE (n=5).

Em todas as cvs., verificou-se que tanto a T, como a P, decresceram, de modo
similar, & medida que o RWC decresceu (Figs. 5.2 e 5.3). Em relagdo a T, (Fig. 5.2),
verificou-se uma tendéncia muito similar a do efeito do decréscimo do RWC sobre a g,
(Fig. 5.1). Quanto a P, (Fig. 5.3), verificou- se que, em condi¢des de elevada hidratagdo, as

cvs. 57-422 e GC 8-35 apresentaram os valores mais elevados.
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Fig. 5.3 Variagio da taxa de fotossintese liquida (P, ) ao longo de valores decrescentes do teor hidrico relativo
foliar (RWC). Cada valor representa a média + SE (n=>5).
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Quando o RWC desceu a valores proximos dos 85%, os maiores decréscimos
verificaram-se nas cvs. 57-422 e GC 8-35, as quais apesar de tudo, principalmente a
primeira, apresentaram valores de P, mais elevados do que a 73-30. A cv. 73-30, a partir de
certa altura iguala as outras duas e suplanta-as mesmo, como se verificou para valores do

RWC inferiores a

Fig. 5.4 Variag3o conjunta das taxas de fotossintese liquida (P,, nmol CO, m™ sHede transpiracdo (T,, mmol
H,0m?s')ao longo de valores decrescentes da conduténcia estomatica (g.). Cada valor representa a média +

SE (n=5).
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Portanto, os resultados obtidos mostraram que em condigdes de elevada hidratagio,
as cvs. GC 8-35 e a 57-422 apresentaram os valores mais elevados d¢ g, T, e P, e os
maiores decréscimos destes pardmetros em condigdes de seca. A cv. 73-30, pelo contrario,
caracterizou-se por valores mais baixos, em condi¢des hidricas favoraveis, e no geral uma
maior estabilidade quando 0 RWC descia. A P, e a T, evoluiram de modo similar ao longo

de valores decrescentes da condutancia estomatica (Fig. 5.4).

3.3.2 Efeito do “stress” hidrico sobre a capacidade fotossintética
Relativamente 4 A.. (Fig. 5.5), verificou-se que as cvs. 57-422 e¢ GC 8-35

apresentaram, em condig¢des de elevada hidratagdo, os maiores valores.
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Fig. 5.5 Variagio da capacidade fotossintética (Ay,y) a0 longo de valores decrescentes do teor hidrico relativo
foliar (RWC). Cada valor representa a média + SE (n=5).

Em relagdo a estabilidade da A, em condi¢des de seca, verificou-se que na cv. GC
8-35 o seu decréscimo ja se observava a valores de RWC ainda elevados. Nas outras duas
cvs., Ama decresceu mais tarde. Em todas as cvs., excepedo feita a cv. GC 8-35 em que tal

nao € muito nitido, P, comegou a decrescer mais cedo que a A, (Figs. 5.3 ¢ 5.5 ).
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5.3.3 Efeito do “stress” hidrico sobre a eficiéncia instantinea do uso da agua

Nas cvs. 57-422 e GC 8-35, o optimo da WUE;, ndio ocorreu em condigdes de
maxima de hidratagdo, mas sim em condigdes de seca moderada. Na cv. 73-30, os valores
mantém-se até um RWC a volta dos 70%, acompanhando a descida das outras duas cvs.

para valores de RWC mais baixos (Fig. 5.7).
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Fig. 5.7 Variagdo da eficiéncia instantanea do uso da agua (WUE,, P,/T,) ao longo de valores decrescentes do
teor hidrico relativo foliar (RWC). Cada valor representa a média + SE (n=5).

5.4 DISCUSSAO

A seca tem efeitos deletérios sobre as plantas e por isso elas apresentam varias
estratégias para conservar a agua, facto importante principalmente quando ela ndo abunda.
Um dos aspectos mais importantes desta estratégia consiste na diminui¢do das perdas de
agua. Os estomas, apesar da sua pequena area em relagdo a area total da folha, dados os
aspectos ligados as suas pai‘ticularidades morfologicas e as proprias leis da difusdo do
vapor de agua, constituem a principal via através da qual se processam as perdas de agua
das plantas para a atmosfera e, por via disto, 0 encerramento estomadtico € o principal

mecanismo de redugio da transpiragdo e da estratégia do "drought avoidance".
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Por isso mesmo, como se verificou neste trabalho, principalmente nas cvs. GC 8-35
e 57-422, e como ja tem sido referido por outros autores (Lakso 1979, Fisher et al. 1981,
Carter e Sheaffer 1982, Urquiza er al. 1987, Wilmer 1988), a reduglo do estado de
hidratagio das plantas foi acompanhada, em primeiro lugar, por uma diminuigdo da
condutancia estomatica. Por outro lado, como também ja tem sido referido (Frank 1973,
Srinivasa e Bhatt 1988), verificou-se neste trabalho que a transpiragdo ¢ a fotossintese
liquida evoluiram de forma semelhante com a redu¢do do RWC, o que mostra que o fecho
dos estomas controla, de certo modo, os dois processos, o que se percebe, se atendermos ao
facto de que a difusdo do CO, e do vapor de agua se realizam pela mesma via, 0s estomas,
constatagdo que tem profundas implicagdes para a vida das plantas, principalmente em
condigdes de seca, ja que o fecho dos estomas constitui uma espada de dois gumes.

Com a diminuigdo da g, as plantas evitam a desidratagdo, mas por outro lado,
prejudicam a fotossintese e eventualmente a produgdo de biomassa. Isto porque ao
fecharem os estomas como se verificou, ficam também privadas de absorverem, em
quantidades adequadas, o CO,. Adicionalmente, a diminui¢do da concentragdo do CO,,
cria condigdes para uma maior actividade oxigenasica da rubisco, o que se traduz num
decréscimo adicional da fotossintese liquida. Por outro lado, o fecho dos estomas levanta
outro problema ao nivel da regulagiio termo-fotonica, na medida em que as plantas com os
estomas fechados ndo transpiram e portanto ndo beneficiam do efeito refrescante da
transpiragio, facto de que resulta um sobre-aquecimento da folha com implicagdes
negativas na fotossintese. Também, com o fecho dos estomas criam-se condigdes de
excesso de energia, no interior dos cloroplastos, ja que o fluxo carboxilativo ndo

acompanha o fluxo fotonico, das quais resultam uma série de eventos com influéncias
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negativas para a fotossintese. Dai que, mais do que centrar a andlise no fecho dos estomas
em si, numa perspectiva apenas de conservagdo da agua, interessara sobretudo fazer esta
analise na optica do equilibrio entre os dois processos (transpiragdo e fotossintese), no
ambito de um estratégia global que associe de forma integrada a disponibilidades hidrica,
as caracteristicas das plantas e as condigdes agro-ecologicas em que elas se desenvolvem.

Nesta optica, os resultados obtidos permitem-nos distinguir basicamente duas
estratégias diferentes. Primeiro, a das cvs. 57-422 e GC 8-35 em que as plantas apresentam
valores muito elevados de P, quando ha agua disponivel e fortes redugdes deste parametro
a partir do momento em que ela comega a escassear. Esta pode ser uma boa estratégia
quando se pretende seleccionar no sentido de aumentar a resisténcia nos condicionalismos
agro-ecologicos caracterizados por secas imprevisiveis € de curta duragdo (como por
exemplo pode acontecer na agricultura de sequeiro em Angola), pois, por um lado, quando
a precipitacdo ¢ adequada, ndo permite que se sacrifique o potencial produtivo das plantas
(mesmo que isto se faga a expensas de um maior consumo de agua), e, por outro, permite
protegé-las, embora reduzindo a actividade fotossintética, quando as condi¢des hidricas ndo
sd0 as mais favoraveis.

A cv 73-30 caracteriza-se por baixos valores de g; e de P, mesmo em condigdes de
boa disponibilidade hidrica e decréscimos suaves destes pardmetros ao longo do ciclo de
desidratagdo. Atendendo ao que foi dito anteriormente, tal comportamento estomatico
abre-lhe boas perspectivas de sobrevivéncia e de produgédo nos condicionalismos em que
existe o risco de ocorréncia de seca na parte final do ciclo cultural. Nestas circunstancias,
uma certa parcimonia no consumo de agua ¢é necessaria, logo no inicio da campanha

agricola, mesmo que isto se faga a custo do sacrificio do potencial produtivo em condigdes
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de disponibilidade de 4gua. As maiores condutdncias e taxas _transpirat(')rias verificadas
nesta cv. em condi¢des de seca severa (RWC inferior a 60%) podem estar associadas aos
altos valores da condutancia cuticular (Ver capitulo 3).

Convém realgar também o facto de que, em condigdes de desidratagdo moderada
(RWC + 85%), as cvs. 57-422 (principalmente esta) e GC 8-35 apresentaram, apesar dos
fortes decréscimos, as mais elevadas taxas de P, o que se compreende dado apresentarem a
partida valores mais altos do que a cv. 73-30. Isto pode ser importante na hora de eleger os
genotipos mais produtivos em condigdes de seca moderada. Para situagdes de desidratagdo
mais fortes, a importincia de se preferir uma cultura como a 73-30, reside precisamente no
facto de o seu processo fotossintético se ter revelado relativamente mais estavel, parecendo
que o decréscimo gradual da sua actividade metabolica lhe confere uma certa aclimatagéo.
Apesar de esta andlise se centrar apenas nos efeitos estomaticos, ndo quer dizer que os
factores associados a resisténcia do- mesofilo (efeitos ndo-estomaticos) ndo tenham
influéncia no decréscimo de P, em condigdes de seca.

O papel de g, e da resisténcia do mesofilo na fotossintese tém sido amplamente
discutidos (Drake e Raschke K. 1974, von Caemmerer ¢ Farquhar 1981, Gupta e Berkowitz
1987, Kaiser 1987b, Quick er al. 1992). Inicialmente, pensava-se que o decréscimo de g;
seria o principal responsavel pelo decréscimo da P,, observado em condigbes de seca.
Contudo, gragas ao desenvolvimento dos eléctrodos de oxigénio foi possivel constatar que
alteragdes na resisténcia do mesofilo podem também ter influéncia preponderante na
diminuigdo de P, em condigbes de seca.

O facto de, neste trabalho, a A, ter sido significativamente afectada em

todas as cvs. estudadas, esta de acordo com o que a este respeito se tem dito (Tenhunen er



Capitulo 5 A seca e as trocas gasosas 117

al. 1987, Robinson 1988, Lawlor e Uprety 1993, Pearcy 1994) e constitui uma indicagdo de
que, além da componente fisica correspondente aos efeitos estomaticos, a assimilagdo do
CO, foi também afectada por alteragdes ao nivel do mesofilo.

Apesar desta constatagfio, ¢ geralmente aceite que a maquinaria fotossintética €
particularmente resistente a seca, sendo apenas afectada a valores de RWC inferiores a
70% (Kaiser 1987a, Kaiser 1987b, Cornic 1987), 0 que ndo se passa com as nossas cvs., em
que A« foi afectada a valores de RWC mais elevados, como foi referido noutras espécies
(Pearcy 1983, Krieg 1983, Matos 1990, Chaves 1991, Quick er al. 1992). Portanto, os
dados evidenciam, como ja foi dito, que a P, decresceu devido a efeitos estomaticos e ndo-
estomaticos, sendo a importincia relativa de cada um deles, como se verd, dependente da
severidade da seca.

Com efeito, como ja foi referido, excepgdo feita 4 cv. GC 8-35 em que tal ndo é
muito nitido, a P, comegou a decrescer mais cedo que a Ap,,. De faéto como tem sido
referido (Wong et al. 1979, Farquhar e Sharkey 1982, Cupta e Berkowetz 1987), no inicio
da desidratagdo a fotossintese é exclusivamente limitada pelo fecho dos estomas. Mas
depois, a partir de um certo limiar, o metabolismo das células do meséfilo é directamente
afectado pela seca e os efeitos ndo-estomdticos tornam-se mais importantes.

Um dos grandes paradoxos do mundo vegetal prende-se com o facto de a agua ser
de extrema importincia para as plantas ¢ por outro o facto de a maior parte da agua
absorvida passar por elas ¢ perder-se para a atmosfera sem que aparentemente tenha
realizado algo de util. Dado que as vias de saida da dgua e entrada de CO, sio as mesmas, a
transpiragdo ¢ inevitavel. O equilibrio entre os dois processos, de que o comportamento

estomatico € o principal responsavel, constitui um dos aspectos mais apaixonantes da
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evolugdo das plantas em terra firme e muito principalmente da sua sobrevivéncia nos varios
condicionalismos em que a seca ocorre. Portanto, as plantas para se defenderem da seca
ndo podem exclusivamente fechar os estomas, pelo menos a longo prazo, a maximiza¢o
da eficiéncia com que utilizam a agua constitui uma excelente alternativa.

Tal objectivo ¢ atingido em condigdes de seca moderada, como se verificou neste
trabalho, com maior nitidez em relagdo a cv. 57-422, pois, segundo Sawada e Sugai (1984)
e Fitter ¢ Hay (1989), como para o CO, existe uma resisténcia adicional, o fecho parcial
dos estomas, afectando mais a T, do que a P,, aumenta a WUE; (Smishi 1963, Frederick et
al. 1989, Jones 1992). Com o acentuar da desidratagdo, devido a afectagdo da propria
maquinaria fotossintética, o que se verifica é que P, baixa muito mais que T, e g, facto que
se traduz numa diminui¢gdo da WUE;, como de resto se verificou neste trabalho e tem sido
referido por varios autores (Fisher € Tumer 1978, Davies e Pereira 1992). Também se pode
invocar aqui, como causa desse decréscimo o maior protagonismo da transpiragio cutichlar
relativamente a transpiracdo estomatica, sem a conveniente compensagéo na absorgéo de
CO, ou ainda o facto de apesar de g, ter diminuido, A, ser de tal forma elevado ao ponto de
provocar uma taxa transpiratoria adicional ndo associada a fotossintese.

A explicagdo para os baixos valores de WUE, observados neste trabalho, em
condi¢des de boa disponibilidade hidrica, podem basear-se no facto de nestas condigées
poder ocorrer uma transpiragdo nfo associada a fotossintese. Com efeito, segundo alguns
autores (Kriedemann ¢ Downton 1981, Loomis 1983), g, esta relacionada com T, mais ou
menos linearmente, enquanto que com P, a relagdo é assimptdtica, o que possibilita
também nestas condigdes hidricas a ocorréncia de uma transpiragdo ndo associada a

fotossintese € comandada apenas pelo A..
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5.5 CONCLUSOES

A P, decresceu quer devido a efeitos estomaticos quer a ndo-estomaticos, sendo a
importéincia relativa de cada um deles dependente da severidade da seca. De uma forma
geral (no caso da cv. GC 8-35 isto ndo é bem nitido), a P, comegou a decrescer mais cedo
que a Anma, O que mostra a maior importdncia da componente estomatica no inicio da
desidratagio.

Em relagdo aos efeitos estomaticos, as cvs. apresentaram duas estratégias
diferentes. Em primeiro lugar, a protagonizada pelas cvs. GC 8-35 e 57-422, caracterizada
por elevados valores de g, e de P, em condig¢des de plena disponibilidade hidrica, por um
lado, e acentuados decréscimos destes parametros em condigdes de seca por outro. Ainda
assim, estas cvs. apresentaram, em condi¢des de seca moderada, taxas transpiratorias e
fotossintéticas mais elevadas do que que as exibidas pela cv. 73-30. Esta cv. caracterizou-
se por apresentar, logo a partida, as mais baixas taxas, por um lado, € os menores
decréscimos por outro, estabilidade que lhe permite em alguns casos suplantar as outras
CVs..

O facto de, neste trabalho, A, ter sido significativamente afectada em todas as
cvs. estudadas constitui uma indicagio de que, além da componente fisica correspondente
aos efeitos estomaticos, a assimilagdo do CO, foi também afectada por alteragdes ao nivel
do mesdfilo. Condigdes de seca moderada aumentaram a WUE,; e isto foi mais nitido na cv.
57-422, enquanto que condi¢des de seca severa conduziram a um decréscimo deste

parametro, principalmente nas cvs. 73-30 e GC 8-35.
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CAPITULO 6

EFEITOS DO “STRESS” HIDRICO NO TRANSPORTE DE
ELECTROES E NA ACTIVIDADE CARBOXILATIVA DA
RUBISCO

6.1 INTRODU(:AO |

Um dos fenémenos predominantes na agricultura de sequeiro, praticada nas zonas
intertropicais, € a ocorréncia de secas, as quais apresentando-se com caracteristicas e
impactos muito variados, tém, no entanto, como denominador comum um efeito negativo
sobre a fotossintese (Genty e al. 1987), processo do qual depende, como ja se disse, em
ultima instdncia, a produtividade vegetal (Lawlor 1995). A procura de uma maior
estabilidade da fotossintese em condigdes de “stress” hidrico tem sido, ao longo dos
tempos, uma preocupagdo dos agricultores, fisiologistas e¢ melhoradores. Apesar de
disporem hoje de meios muito sofisticados para a compreensio de como o “stress” hidrico
afecta a fotossintese e da sensibilidade dos seus diferentes passos a este “stress” ambiental,

tal ndo tem sido ainda completamente possivel, pois infelizmente de acordo com Lawlor e



130
Capitule 6 A seca ¢ a maquinaria fotossintética

Uprety (1993), os conhecimentos sobre os processos fisiologicos € bioquimicos envolvidos
nas respostas das plantas ao deficit hidrico sdo ainda insuficientes para permitir uma
interven¢io adequada no mecanismo genético, no sentido de obter maiores e mais estaveis
produgdes em condigdes de “stress” hidrico.

O “stress” hidrico, como é reconhecido por varios autores (Johnson et al. 1974,
O’Toole al. 1977, Kaiser 1987a, Stuhlfauth ef al. 1990, Di Marco e Tricoli 1993, Jefferies
1994), causa problemas ao nivel do metabolismo fotossintético, inibindo a carboxila¢do e o
transporte de electrdes. Contudo, face as diferengas dos genétipos estudados, do nivel de
“stress” hidrico e das condi¢des de crescimento, tém sido obtidos alguns resultados
aparentemente discordantes (Bjorkman e Powles 1984, Cornic et al. 1987, Kaisef 1987b, Di
Marco et al. 1988, Joshi 1995). Este capitulo, tem como objectivo a caracterizagdo das cvs.
de amendoim em estudo, relativamente ao efeito do “stress” hidrico sobre alguns passos do
processo fotossintético (tanto ao nivel fotoquimico como bioquimico) e identificar

possiveis pontos de estrangulamento.

6.2 MATERIAL E METODOS
6.2.1 Condic¢oes gerais de crescimento e imposi¢cio da seca

As condiges gerais em que as plantas se desenvolveram ¢ a determinagdo do RWC
ja foram descritos no Capitulo 2 e 3, respectivamente. A seca foi imposta por suspensio da
rega e as plantas submetidas a trés tratamentos: controlo (C), seca moderada (S1) e seca

severa (S2), com valores do RWC entre 95-90%, 85-70% e 65-55%, respectivamente.

6.2.2 Determinaciio da actividade da cadeia de transporte de electrdes da fotossintese

A preparagdo das fracgdes subcloroplasticas assim como a determinag¢do da



Capitulo 6 A seca e a maquinaria fotessintética

actividade da cadeia de transporte de electrdes da fotossintese foi efectuada de acordo com
o método descrito por Droppa et al. (1987), com algumas modificagdes (Lidon € Henriques
1992). A preparagio das fracgdes subcloroplasticas foi realizada em duas fases, a primeira
consistiu na lavagem das amostras (constituidas cada uma por 5 g de material foliar fresco)
com agua desionizada seguida de uma homogeneizagio (a 4°C) de cada amostra em 30 ml
de uma solugdo tampdo 50 mM MES (pH 6,4), contendo 0,4 M de sorbitol, 10 mM de
NaCl, 5 mM de MgCl,, 2 mM de EDTA, 1 mM de MnCl,, 2 mM de ascorbato e 0,4% de
BSA. O homogenato obtido foi filtrado em 4 camadas de gaze e centrifugado (200 x g, 4
min., 4°C). O sobrenadante foi entio submetido a uma centrifugagdo (2000 x g, 4 min.),
apos o que se recolheu o deposito contendo os cloroplastos. Este depdsito foi lavado com
tampdo de extracgdo e centrifugado (2000 x g, 4 min., 4°C).

Na segunda fase, os cloroplastos do depésito foram ressuspensos numa solugio
tampédo 50 mM de HEPES (pH 7,5), contendo 0,4 M de sorbitol, 10 mM de NaCl, 5 mM de
MgCl,, 2 mM de EDTA, 1 mM de MnCl, e 0,4% de BSA.

Nestas fracgOes subcloroplasticas, foi determinada a velocidade das reacgdes H,O-
DCPIP (reac¢do de Hill acoplada ao PSII integrando o complexo de oxidagio da agua),
DPC-DCPIP (reacgdo de Hill acoplada ao PSII ndo integrando o complexo de oxidagdo da
agua) e DCPIPH;-MYV (reac¢do de Mehler associada ao PSI), utilizando um eléctrodo de
oxigénio (LW2, Hansaetch, Kings Lynn, U. K.). Para o caso da determinagdo da reacgiio
H;O-DCPIP foram utilizados 600 ul da suspensdo de cloroplastos, 1 ml da solugiio A -
solugdo tampdo 50 mM HESPE (pH 7,5), contendo 0,1 M de sorbitol, 4 mM de MgCl,, 20
mM de Na Cl, 10 mM de K,;HPO, - € 20 ul de DCPIP 1 mM, completando-se o volume

para 2 ml com 4gua desionizada.
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Para a determinagdo da velocidade da reac¢do DPC-DCPIP utilizaram-se 600 pl da
suspensdo de cloroplastos, 1 ml da solugdo A, 50 ul de DCPIP 1 mM e 50 ul de DPC 100
mM, tendo-se completado o volume para 2 ml com agua desionizada. A determinagdo da
velocidade da reacgdo DCPIPH,-MV foi feita juntando aos 600 ul da suspensdo de
cloroplastos, 1 ml da solugdo A, 20 ul de DCMU 250 uM, 20 pl de ascorbato 1 mM, 20 ul

de DCPIP 1 mM e 40 ul de MV 10 mM. Em todas as determinagdes utilizou-se uma fonte

2

luminosa de aproximadamente 4000 pmol m™ s'l, obtida a partir de uma lampada de

Bjorkman (Hansatech).

6.2.3 Determinaciio da concentragiio dos citocromos bssoyp, bsss, bssorp € f

As preparagdes cloroplasticas para a determinag@io dos citocromos (cits) foram
obtidas de acordo com o método de Spiller e Terry (1980). As folhas (5 g) foram lavadas
com agua desionizada e rapidaménte homogeneizadas em 30 ml de uma solugdo tampéo 20
mM Tricina-KOH (pH 8,0), contendo 0,4 M de sacarose, 10 mM de NaCl e 30 mM de
ascorbato de sodio. Apos filtragdo com 4 camadas de gaze e centrifugagdo (2000 x g, 5
min., 4°C), o sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado (10000 x g, 5 min.,
4°C). O deposito obtido foi ressuspenso em 25 ml de uma solugiio tampio 20 mM Tricina-
KOH (pH 8,0), contendo 10 mM de NaCl e 30 mM de ascorbato de sodio e centrifugado
(10000 x g, 10 min., 4°C). O depésito obtido foi entdo ressuspenso numa solugdo tamp#o
20 mM de Tricina-KOH (pH 8,0), contendo 10 mM de NaCl e centrifugado (10000 x g, 10
min., 4°C) para remover o ascorbato de sédio. O deposito assim obtido foi ressuspenso em
40 ml de HEPES (pH 7,5), para determinago dos cits bssoup, bssz € bssorp, €nquanto que

para a determinagdo do cit £, tal foi feito numa solugo tampdo 50 mM de Tricina-KOH (pH
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7,8), contendo 5 mM de MgCl e 1% de Triton X-100.

As concentragdes dos cits bsseup, bsserp, bsss; foram determinadas segundo Houchins
¢ Hind (1984). O depdsito obtido, como se descreveu no paragrafo anterior, foi ressuspenso
numa solugdo tampdo 40 mM HEPES (pH 7,5), de forma a obter-se uma concentragio final
de clorofila de 90 pug/ml. A determinagdo da concentragio destes cits foi feita, utilizando
como comprimento de onda referéncia 545 nm e determinando a diferenga dos espectros
das formas reduzida e oxidada. Foi feita a marcagdo dos isobeste considerando a variagdo
da absorgéio nos comprimentos de onda 548-568 (para o caso do cit bsse) € 552-572 (para o
cit bsq3). Para o cit hsseyp, fez-se a determinagio da variagdo espectral aplicando ascorbato
(1 mM) e em alternativa hidroquinona (1 mM). Para o cit bss;, a determinagio da variagdo
espectral foi feita aplicando ditionito de sodio (1 mM) e em alternativa menadiol (1 mM).
Relativamente ao cit bsserp foi considerada a diferenca espectral entre o menadiol (1 mM) e
0 ascorbato (1 mM) como traduzindo 60% da sua concentragdo tendo sido aplicado um
coeficiente de abso‘rtividade de 20 mM™" cm™. -

A determinagdo do cit f foi feita segundo Spiller ¢ Terry (1980). O depdsito foi
ressuspenso numa solugdo tampdo 50 mM de Tricina-KOH (pH 7,8), contendo 5 mM de
MgCl e 1% de Triton X-100 (de forma a obter uma concentragdo final de clorofila de 90
pg/ml). Utilizou-se a diferenga espectral induzida pelo ferricianeto de potassio (0,2 mM) e
pela hidroquinona (1 mM). A determinagfo foi feita a 554 nm, utilizando um coeficiente de

absortividade de 19.7 mM™! cm™.

6.2.4 Determinaciio da concentra¢io da plastoquinona-9

A determinagio da concentragdo da plastoquinona-9 (PQ-9) foi feita de acordo com



134
Capitulo 6 A seca e a maquinaria fotossintética

Redfearn e Friend (1962). As folhas (5 g) foram lavadas com agua desionizada e
homogeinizadas numa solugdo tampdo 50 mM MES (pH 6,5), contendo 0,4 M de sorbitol,
10 mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 2 mM de EDTA, 1 mM de MnCl,, 2 mM de ascorbato ¢
0,4% de BSA. Apos filtragdo com 4 camadas de gaze, e centrifugagio (200 x g, 4 min,,
4°C), o sobrenadante foi recolhido, novamente centrifugado (2000 x g, 4 min., 4°C), lavado
(duas vezes) com o tampdo de extrac¢do e outra vez centrifugado (2000 x g, 4 min., 4°C).

De seguida, procedeu-se a recolha dos cloroplastos do depdsito e suspensa"ib dos
mesmos em tampdo fosfato 50 mM (pH 7,0), contendo 0,4 M de sacarose ¢ determinagdo
da concentragdo de Chl e acerto da concentragdo para 1 mg/ml. Ao extracto (1 ml), que
continha os cloroplastos, foi adicionado 4 ml de acetona fria, contendo pirogalol (1,3
mg/ml) e 6 ml de éter de petroleo, agitado num vortex (a velocidade maxima e durante 2
min.) e centrifugado (200 x g, 2min.), tendo-se de seguida removido a camada contendo
éter de petroleo. Adicionou-se novamente ao extracto, éter de petréleo (4ml). Procedeu-se
novamente a agitagdo no vortex € a centrifugagio, sendo depois removida a camada
contendo o éter de petrdleo.

Depois, adicionou-se ao extracto metanol (a 90%), procedeu-se a agitagdo no vortex
(a velocidade maxima e durante 2 min.), centrifuga¢do (200 x g, 2min.) e remogdo da
camada de metanol. Estas dltimas operagdes foram repetidas (desde a adigdo do metanol)
até a descoloragdo da solugd@io. S6 entdo as amostras foram evaporadas num excicador (no
vacuo), sendo posteriormente adicionados aos residuos 3 ml de etanol. Fez-se o registo do
‘espectro da solugdo entre os compriméntos de onda de 230-320 nm. Em seguida, reduziu-se
a solugdo, aplicando a mesma, 6 mg de borohidrito de sédio e o registo do espectro de
absorg¢do entre 0os comprimentos de onda de 230-320 nm. A determinagdo da concentragio

de PQ-9 foi feita através da variacio da absor¢do a 255 nm entre a forma oxidada e
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reduzida, utilizando o coeficiente de absortividade de 14800.

6.2.5 Determinacio do teor de clorofilas

A determinagdio foi feita utilizando as férmulas de Arnon (1949). As amostras
foram homogeneizadas (esta operagdo e as subsequentes decorreram em condigdes de
penumbra) em acetona a 80% num almofariz. Apos filtragdo, procedeu-se a centrifugagio
(2000 x g, 2 min.) e posterior recolha do sobrenadante contendo as clorofilas. A leitura da
absorvancia foi feita a: 663 ¢ 645 nm. A determinagdo da concentragio da clorofila, em
ug/ml, foi feita utilizando as seguintes equagdes (1 - 3).

Chla= (12,7 x Absgs) - (2,69 x Absess) (Eq. 2)

Chl b= (22,9 X Ab8645) - (4,68 X Ab5663) ‘ (Eq 3)

6.2.6 Determinag¢io da actividade carboxilativa total da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigehase

A actividade carboxilativa total da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase
(rubisco, EC 4.1.39) foi quantificada através da incorporagio de '*C de acordo com o
método de Parry er al. (1993). A enzima foi extraida de um disco foliar com 1,54 cm? de
area, macerado em 1 ml de tampdo TRIS 100 mM (pH 7,8), contendo 20 mM de MgCl,, 2
mM de PMSF e 50 mM de 2-mercapoetanol. O extracto foi centrifugado (10000 x g, 3
min., 4°C). Apés a centrifugagio, 50 ul do sobrenadante foram adicionados a 950 ul de
tampao TRIS (pH 7,8), contendo 10 mM de MgCl,, 10 mM de NaHCO; ¢ 10 mM
[14C]N8HC03 (38,7 Gbq mol™). Apds 3 min. de incubagio nesta mistura, a determinagio
da actividade carboxilativa total da rubisco foi iniciada adicionando 0,4 mM de RuBP e

interrompida 2 min. depois, adicionando 100 ul de acido férmico 12 N. Depois, as amostras
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foram deixadas a evaporar, sendo-lhes posteriormente adicionado 200 ml de agua
desionizada (para solubilizar os residuos) e 5 ml de um mistura de cintilagio preparada de
acordo com Bray (1960). Fez-se em seguida a contagem num contador de cintilagdes (LS-
1800, Beckman). A excepgdo da adi¢iio do extracto foliar, o padréo foi sujeito aos mesmos

tratamentos que a amostra.

6.2.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi feita conforme foi descrito no capitulo 3.

6.3 RESULTADOS
6.3.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre as reaccdes de Hill e Mehler

Relativamente a cv. 57-422 (Fig.6.1A-B), verificou-se que as duas reacgdes
envolvendo o PSII, principalmente a reacgdo DPC—DCPIP, apresentaram, ainda mesmo
em condigdes de S, significativos decréscimos. Depois, em condigdes de S2, a situagio
manteve-se em relagéo ao nivel do “stress” anterior. Apesar dos acréscimos verificados nas
taxas da reacgdo DCPIPH,—>MV (Fig. 6.1C), estes ndo foram significativos.

Quanto a cv. 73-30, os resultados mostraram que a reacgdo H,O—DCPIP (Fig.
- 6.1A) ndo fol significativamente alterada pelas condigOes de “stress™ hidrico prevalecentes,
enquanto que a reac¢do DPC—DCPIP (Fig. 6.1B) foi igual e significativamente afectada
nas duas condigdes de “stress” hidrico. A taxa da reac¢do DCPIPH,—»MV (Fig. 6.1C)
aumentou significativamente em condigdes de S1 e depois em condi¢des de S2 decresceu
para niveis que ndo diferiram significativamente daqueles que foram observados nas

plantas controlo.
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Finalmente, a cv. GC 8-35 (Figs. 6.1A-B), a qual em relagio as reacgdes
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envolvendo o PSII, apresentou uma tendéncia semelhante a da 73-30. Nesta cv., a reacgdo

DCPIPH;—>MV (Fig. 6.1C) decresceu significativamente a medida que 0 RWC diminuiu.
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Fig. 6.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre as taxas de transporte de electrdes da fotossintese entre (A) H,0-
DCPIP, (B) DPC-DCPIP ¢ (C) DCPIPH,-MV. Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a, b e ¢
representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagio, enquanto que as letras r, s € ¢
representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel de desidratagdo.
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6.3.2 Efeitos do “stress” hidrice sobre os transportadores de electrdes

Relativamente a cv. 57-42, PQ-9 decresceu significativamente, ainda mesmo em
condigdes de S1 (Fig. 6.2). As concentragdes dos cits bssorp € bsg; foram significativamente
afectadas apenas em condigdes de S2, enquénto que a do cit bssegp 0 fol mesmo ainda em
condigdes de S1, seguindo-se depois uma estabilizagdo da situagio em relagdo ao nivel de
“stress” hidrico anterior (Fig. 6.3). A concentragdo do cit £, apesar de uma ligeira tendéncia
para aumentar em condi¢des de S1, néo foi significativamente alterada em qualquer um dos

niveis de “stress” hidrico analisados (Fig. 6.3).
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Fig. 6.2 Efeito do “stress™ hidrico sobre a concentragio de plastoquinona-9 (PQ-9). Cada valor representa a
meédia + SE (n=5). As letras a, b e ¢ representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagio,
enquanto que as letras r, s e f representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel de
desidratagio.

Na cv. 73-30, as concentragdes de PQ-9 e dos cits bssogp € bssgrp 56 foram
significativamente afectadas em condigdes de S2 (Figs. 6.2-6.3). A concentracio do cit bsg;
aumentou significativamente em condigdes de S1 e depois decresceu para niveis similares
aos observados nas plantas controlo (Fig. 6.3). A concentragio do cit f, apesar de uma

ligeira tendéncia para aumentar em condigdes de S1, decresceu significativamente
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em condi¢des de S2.

Finalmente, na cv. GC 8-35, a concentragdo de PQ-9 decresceu a medida que o

RWC diminuiu (Fig. 6.2). Por sua vez, a concentragdo do cit bsserp decresceu ja
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Fig. 6.3 Efeitos do “stress” hidrico sobre a concentragdo de alguns transportadores de electrdes da
fotossintese: A (cit bsso.p), B (Cit bssonp), C (cit bss;) € D (cit £). Cada valor representa a média + SE (n=5). As
letras a, b e ¢ representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagéo, enquanto que as letras r, s
e ¢ representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel de desidratagio.
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significativamente em condi¢des de S1, enquanto que a do cit bssegp SO decresceu
significativamente em condigdes de S2 (Fig. 6.3). A do cit bss; aumentou
significativamente em condigdes de S1 e depois decresceu em condigdes de S2 para niveis
iguais aos verificados nas plantas controlo, enquanto que a do cit f ndo foi
significativamente alterada em qualquer um dos niveis de “stress” hidrico analisados (Fig.

6.3).

6.3.3 Efeito do “stress” hidrico sobre a actividade carboxilativa total da rubisco

A actividade carboxilativa total da rubisco (Fig. 6.4), sofreu, em todas as cvs., um
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Fig. 6.4 Efeitos do “stress” hidrico sobre a actividade da rubisco (jumol CO, m? s). Cada valor representa a
média + SE (n=5). As letras @, b e ¢ representam diferencas significativas entre entre os niveis de
desidratagdo, enquanto que as letras 7, s e 7 representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel
de desidratagio.

estimulo, em condigdes de S1, tendo contudo sido afectada apenas em condi¢des de S2.

6.4 DISCUSSAQ

Em condigdes de “stress” hidrico, verifica-se um decréscimo no consumo dos
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equivalentes redutores. Como as reacgdes fotoquimicas e carboxilativas estdo coordenadas
de modo a se manter um certo equilibrio, protegendo desta forma todo o sistema, verificam-
se também altera¢des em toda a cadeia de transporte de electrdes. Uma delas diz respeito ao
decréscimo da taxa a que se processa o fluxo de electrdes da agua para o NADP. Apesar
destas evidéncias teoricas, os factos na realidade ndo sdo assim tdo lineares como o
demonstram os trabalhos de Keck ef al. (1974), Mayoral et al. (1981), Sharkey ¢ Badger
| (1982), Genty et al. (1987) e He et al. (1995).

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o “stress” hidrico provocou um
decréscimo na actividade da cadeia de transporte de electrdes, facto que esta de acordo com
trabalhos anteriores (Boyer ef al. 1970,. Keck et al. 1974, Mohanty et al. 1976). De uma
forma geral, o fluxo de electrdes no sentido da H,O para DCPIP revelou ser muito estavel,
ao contrario do que se verificou em relagio ao fluxo de electrdes do DPC para o DCPIP.

. Factos que, sugerem que o “stress” hidrigo provocou uma inibi¢do na actividade do PSII e
que tal inibicdo teré. ocorrido num local posterior ao centro de oxidagdo da agua e anterior
ao local de aceitagdo de electrdes pelo DCPIP.

Relativamente & cv. 57-422, a resposta dos transportadores de electrdes,
quantificados neste trabalho, sugere que o decréscimo no fluxo de electrdes ao nivel do
PSII, em condigdes de S1, se deveu ao decréscimo na concentragio de PQ-9 e cit bssonp, ja
que o teor de cit bssgp ndo foi significativamente alterado. Nesta oOptica, a inibigio
detectada, em condigdes de S2, relaciona-se com um decréscimo generalizado na
concentragdo dos transportadores associados ao PSII.

Na cv. 73-30, os resultados obtidos sugerem que o decréscimo da actividade do
PSII, em condigdes de S1, poderdo relacionar-se com os decréscimos na concentragdo dos

Cits bssopp € bssorp, ja que a concentra¢do do PQ-9 manteve-se inalterada. Em condigdes de
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S2, a inibigdo pode ser atribuida aos fortes decréscimos verificados ao nivel dos dois
componentes do cit bssy, a0s quais se devem juntar os efeitos decorrentes da ja significativa
alteragdo dos niveis de PQ-9.

Finalmente a cv. GC 8-35, na qual o decréscimo da actividade do PSII, em
condigdes de S1, parece ter como base os significativos decréscimos na concentragdo do cit
bssarp € de PQ-9, pois ndo se verificaram, nestas condi¢Ses hidricas, alteragdes na
quantidade do cit bss9yp. Em condigdes de S2, a inibigio da actividade do PSII aconteceu,
como sugerem os resultados, devido a um decréscimo generalizado na concentragdo de
todos os transportadores a ele associados e aqui analisados.

Relativamente & actividade do PSI, a reac¢io DCPIP—>MYV da cv. 57-422 manteve-
se inalterada tanto em condigdes de S1 como em condigdes de S2. Nestas duas situagdes, 0s
resultados sugerem que a estabilidade dos cit bse; € f, principalmente este ultimo, pode
estar na base da estabilidade do PSI.

Na cv. 73-30, em condigdes de S1, a actividade do PSI ¢ significativamente
estimulada, facto que pode ser explicados pelos aumentos da concentragio dos cits bssz € fe
pela estabilidade de PQ-9. Destes factos se pode inferir também que, no minimo, o
transporte ciclico de electrdes ndo foi inibido. O contrario pode ser dito em relagio as
condigdes de S2, ja4 que o transporte de electrdes do DCPIP para o MV foi muito
ligeiramente inibido e, a excepgdo do cit bsgs, cuja concentragdo ndo foi significativamente
alterada, a concentragio dos outros transportadores de electrdes decresceu
significativamente.

Na cv. GC 8-35, o transporte de electrdes do DCPIP para MV mostra que a

actividade do PSI sofreu ja, em condi¢des de Sl, um decréscimo suave, embora
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significativo, talvez devido ao decréscimo do fluxo de electrdes a partir de PQ, ja que
nestas condigdes a concentragdo do cit f ndo sofreu qualquer alteragio e a do cit bsg; sofreu
mesmo um significativo aumento. Em condigdes de S2, a actividade do PSI foi ja forte e
significativamente inibida, o que se aceita se se tiver em conta que, nestas condigdes
hidricas, o proprio fluxo de electrdes ao nivel do PSH é significativamente inibido, para
além se ter verificado também um decréscimo significativo na concentragio dos
transportadores associados a reac¢do de Melher.

Portanto, relativamente a actividade do PSI, os resultados mostraram também que o
transporte fotossintético de electrdes do DCPIPH, para o MV nio foi afectado pelo “stress”
hidrico, excepto no caso da cv. GC 8-35, sendo mesmo assim a inibi¢io mais suave em
relagio ao PSIL O transporte de electrdes envolvendo o PSI, foi mesmo significativamente
incrementado em condi¢des de S1 na cv. 73-_30, do que se infere também que o PSII
MOoStrou ser mais sgnsivel ao “stress” hidrico do que o PSI. Esta constatagéo esta de acordo
com Havaux (1992) e Sharma e Singhal (1992) e tém a ver segundo alguns autores
(Harbison e Foyer 1991, Heber ¢ Walker 1992, Lawlor 1995), com o facto de, em
condigdes de “stress” hidrico, o fluxo carboxilativo ndo acompanhar o fluxo fotonico, e as
plantas, para se defenderem do excesso de energia, terem necessidade de canalizar os
electrfes para vias alternativas, como por exemplo, o fluxo ciclico em torno do PSL.

Relativamente ao efeito do “stress” hidrico sobre a actividade da rubisco, varias tém
sido as opinides apontando a sua estabilidade, em condigdes de S1, e a sua afectacdo apenas
em condi¢des S2 (Huffaker et al. 1970, Plaut 1971, Mayoral er al. 1981, Krieg 1983,
Chaves 1991). Os resultados aqui obtidos estdo de certa forma em conssonancia com estes
autores, com apenas uma unica diferenga: em condigdes de S1, o que se verificou foi

mesmo um incremento da actividade desta enzima, facto também ja observado em
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trabalhos anteriores com Nicotiana tabacum (Parry et al. 1993) e com Salix. sp.
(Vapaavuori e Valanne 1982). A explicagdo que tem sido avangada para estas constatagdes,
de acordo com varios autores (Vu e al. 1987, Sharkey e Seemann 1989, Lawlor 1995) € a
de que, em condigdes de S1, o efeito deste constrangimento ambiental sobre a assimilagéo
do CO, se faz sentir mais ao nivel da sintese da rubisco do que propriamente ao nivel da
sua actividade, enquanto que, em condigdes de S2, verifica-se ndo s6 uma diminui¢do da
sua concentragdo mas também um decréscimo da sua actividade. As razdes do decréscimo
da actividade podem ser encontradas, por exemplo, no ajustamento desta enzima ao baixo
nivel da actividade fotossintética (Kriedmann ¢ Downton 1981) e na acidificagdo do
estroma (Vu ef al. 1987).

Os efeitos ndo-estomaticos podem decorrer do decréscimo da actividade dos
fotossistemas (Kec ¢ Boyer 1974, Mayoral ef al. 1981) e de inibigdes ao nivel do ciclo de
Calvin (Sharkey e Badger 1982), concretamente ao nivel da rubisco (Vu ef al. 1987). Em
relagdo aos nossos resultados, o que se pode dizer ¢ que a actividade da rubisco aumentou
em condigdes de seca moderada e que portanto, nestas condigdes hidricas, a afectagio da
maquinaria fotossintética ndo pode ser atribuida a inibi¢des na actividade desta enzima.
Pode sim, ser atribuida, como os resultados obtidos sugerem, a dificuldades no transporte
de electrdes, particularmente, ao nivel do PSII. Em condi¢bes de seca severa, ja é de
considerar a influéncia negativa da inibi¢do da actividade da rubisco no decréscimo da

actividade da maquinaria fotossintética.

6.5 CONCLUSOES
O “stress” hidrico provocou em todas as cvs. uma inibi¢do na actividade da cadeia

de transporte de electrdes. O PSII revelou ser mais sensivel do que o PSI. Alias este
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fotossistema sé foi significativamente afectado pelo “stress” hidrico na cv. GC 8-35.

Em todas as cvs. estudadas, a actividade da Rubisco sofreu um estimulo em
condigdes de S1, s6 sendo afectada em condigdes de S2. Portanto, em condigdes de S1, a
afectagdo da maquinaria fotossintética ndo deverd ser atribuida a alteragdes na actividade
desta enzima, mas antes ser imputada a inibigdes ao nivel do transporte de electrdes,
particularmente, ao nivel do PSII. Em condigdes de S2, ja é de considerar a influéncia
negativa da inibigdo da actividade da rubisco no decréscimo da actividade da maquinaria

fotossintética.
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Capitulo 7 Dissipacio de energia em condicdes de seca

CAPITULO 7

MECANISMOS DE DISSIPACAO DO EXCESSO DE
ENERGIA EM CONDICOES DE “STRESS” HiDRICO

7.1 INTRODUCAO

Como j4 se disse, em condigdes de seca, ¢ comum que as plantas fechem os
estomas como forma de diminuir as perdas de 4gua. No entanto, tal facto tem também
como consequéncia, uma diminui¢do na capacidade de absor¢do de CO,. Nestas
circunsténcias, a taxa de captagdo de fotdes podera exceder as necessidades energéticas
do metabolismo fotossintético (Krause 1988, Ludlow e Powles 1988, Sharma er al.
1990). Desta forma podera ocorrer uma sobreexcitagio ao nivel das membranas
tilacoidais e, eventualmente, o incremento da produgdo de formas reactivas de oxigénio,
com efeitos deletérios para as plantas (Demmig-Adams 1990, Sgherri et al. 1993, 1996,
Hidég 1997).

Para além do heliotropismo e propriedades reflectoras da superficie foliar, ja
descritas no Capitulo 2, as plantas podem também defender-se do excesso de energia
através de outras vias. Ao nivel do PSI, pela utilizagio de vias alternativas para o

consumo dos electrdes em excesso (Harbinson e Foyer 1991, Havaux 1992, Heber e
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Walker 1992). Ao nivel do PSII, através de um ciclo que lhe estd associado, o qual
permite diminuir a probabilidade de ocorréncia da fotoinibig4o, tanto a que tem origem
no dador, como a que tem origem no receptor (Thompson e Brudwig 1988, Buser et al.
1992, Barber ¢ De Las Rivas 1993, Prasil et al. 1996). Finalmente, através dos
carotendides, os quais exercem a sua fungdo protectora de trés maneiras diferentes
(Siefermann-Harms 1987, Young e Bitton 1990, Sharma e Hall 1993). Através do
“quenching” da energia de excitagio dos tripletos de clorofila, antes mesmo de poderem
reagir com o0 oxigénio ¢ desta forma prevenir a formagdo de oxigénio na forma de
singleto (Young 1991, Sharma e Hall 1993, Assada 1987, 1994). A segunda forma
exerce-se atraves do “quenching”/desactivagdo do oxigénio na forma de singleto que
entretanto se tenha formado (Demmig-Adams 1990, Young e Britton 1990, Lidon e
Henriques 1993). A terceira forma envolve a zeaxantina num mecanismo de dissipagio
de energia sob a forma de calor, no denominado ciclo das xantofilas (Demmig-Adams
1990, Schindler et al. 1994, Demmig-Adams et al., 1995, Horton et al. 1996, Saccardy
et al. 1998).

Os estudos in vivo, via pardmetros da fluorescéncia da clorofila @ como sonda do
que se passa ao nivel do PSII, complementados com os estudos in vitro (reacgdes de
Hill e de Mehler e concentragio de alguns transportadores de electrdes) fornecem uma
panordmica geral sobre 0s mecanismos envolvidos na dissipagdo do excesso de energia
em condigdes de seca. Assim sendo, os nossos objectivos neste capitulo prendem-se
com a pesquisa de diferengas varietais em relagio aos mecanismos de dissipagio de

energia em condigOes de seca, apoiando-nos naquelas ferramentas.

7.2 MATERIAL E METODOS
7.2.1 Condicdes gerais de crescimento e imposicdo da seca

As condigbes gerais em que as plantas se desenvolveram e a determinagdo do
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RWC ja foram descritos nos Capitulos 2 e 3, respectivamente, enquanto que a
imposi¢do da seca e a natureza dos tratamentos a que as plantas foram submetidas foram

descritos no Capitulo 6.

7.2 2. Determinacio dos parimetros da fluorescéncia da clorofila a

Os pardmetros da fluorescéncia da Chl a foram determinados, utilizando para o
efeito um sistema PAM 2000 (H. Walz, Effeltrich, Germany). As folhas foram
adaptadas a escuriddo durante um periodo minimo de 45 min, apés o que se determinou
a fluorescéncia basal (Fo) e a eficiéncia fotoquimica do PSII (F,/Fpp).

O “quenching” fotoquimico (q,) foi determinado de acordo com Van Kooten e
Snell (1990) e a estimativa da eficiéncia-quéntica do transporte ndo-ciclico de electrdes

(¢) foi estimada de acordo com Genty ef al. (1989), sendo avaliados em condi¢des

fotossintéticas de equilibrio dindmico, sob 700 pmol m? s' de radiagdo

fotossintéticamente activa e utilizando “flashes” saturantes de 6000 umol m™ s™ (com a

duragio de 0,8 s).

7.2 3. Extracciio e separacio de carotenéides

A extracgdo e separagdo dos carotenodides foi efectuada de acordo com o método
de  Hager e Meyer-Bertenrath (1966). Amostras de folhas (0,5 g) foram
homogeneizadas (em condigdes de penumbra) em acetona a 85% e no frio (4-6°C).
Apos filtragio (com papel de filtro Whatman n° 1) do homogenato procedeu-se
separagdo dos carotenoides por cromatografia de camada fina (TLC). As amostras
foram aplicadas em placas contendo CaCO3/MgO/Ca(OH), (na propor¢do de
72,8/14,8/12,4), previamente activadas (24h, 100 °C) e eluidas na mistura

benzina/acetona/cloroférmio (na proporgdo de 35,7/35,7/38,6). Apo0s esta separagdo, 0s
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carotenoides foram eluidos em 2,2 ml de etanol, & excepgdo do caroteno que foi eluido
em 3 ml de cloroférmio. Apés filtragdo (papel de filtro Whatman n° 1) a concentragio
dos diferentes carotendides foi efectuada por espectrofotometria de absorgfio molecular

utilizando os comprimentos de onda € os coeficientes de absortividade abaixo

descriminados.

Carotenéides Comprimento de onda Coeficiente de absortividade
B-caroteno 464 2200
Luteina-5,6-eposido 440 2400
Violaxantina 441 2500

Luteina 446 2540
Neoxantina 438 2270
Zeaxantina 451 2480

7.2 4 Determinacdo do teor de clorofilas
A determinagdo do teor de clorofilas foi feita segundo Arnon (1949), conforme

referido no Cap. 6.

7.2.5 Analise estatitica

A analise estatistica foi feita conforme o descrito no capitulo3.

7.3 RESULTADOS

7.3.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre os parametros da fluorescéncia da clorofila a
Quanto aos dados da fluorescéncia da Chl a, observou-se que, na cv. 57-422
(Fig. 7.1), Fo e a razdo F,/F,, ndo foram significativamente afectados em condigdes de
S1. Em condigdes de S2, Fy ndo foi significativamente alterado, enquanto que a razio

F\/Fr, decresceu significativamente. Por sua vez, qp ndo foi significativamente afectado
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Fig. 7.1 Efeitos da seca sobre a fluorescéncia minima (F,), razdo entre fluorescéncia variavel ¢ a maxima
(F/Fu), “quenching” fotoquimico e a eficiéncia do transporte aciclico de electrdes (¢.). Cada valor
representa a2 média + SE (n=5). As letras a, b e c representam diferengas significativas entre os niveis de
desidratagio, enquanto que as letras r, s e # representam diferencas significativas entre as cvs. em cada

nivel de desidratagio.

em qualquer um dos niveis de seca analisados, enquanto que ¢. sofreu um decréscimo

significativo, ja& em condigdes de S1 mantendo-se depois o valor para niveis de

desidratagdo mais elevados (S2).
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Relativamente a cv. 73-30, verificaram-se aumentos significativos de Fy
associados a decréscimos significativos da razdo F,/F,, (Fig. 7.1), tanto em condig¢des de
S1, como em condigdes de S2. Por seu lado, g, s6 foi significativamente afectado em
condi¢des de S2, enquanto ¢. o foi ja em condigdes de S1.

Finalmente na cv. GC 8-35, observou-se um aumento gradual de Fy
(significativo apenas em S2) 4 medida que o RWC decrescia. Tal aumento foi
acompanhado por decréscimos significativos da razio F/Fr, (Fig. 7.1). Por sua vez, q, e

¢ sofreram decréscimos graduais com o aumento do nivel de “stress”, sendo tais

decréscimos significativos para q, s6 em S2 e para ¢. j4 a partir de S1 (Fig. 7.1).

7.3.2 Efeitos do “stress” hidrico sobre os carotenéides
Relativamente a cv. 57-422, a concentragio de luteina, zeaxantina e do conjunto

Tab. 7.1 Efeitos da seca sobre a concentragio (mmol mol’ Chl) de luteina (L), zeaxantina (Z),
violaxantina+neoxantina (V+N) e carotenos (Car). Cada valor representa a média +SE (n=5). As letras a,
b e ¢ representam diferengas significativas entre os niveis de desidratagio, enquanto que as letras r, s e ¢
representam diferencas significativas entre as cvs. em cada nivel de desidratagéo.

Nivel de desidrata¢do

Cv. C S, S,
57-422 L 52101 1,9+0,1 ®D 1340, ®
z 2,7+0,1 %9 0,81+ 0,0 ® 0,48 £ 0,0
V+N  1,5+0,1@ 0,81+ 0,0 ® 0,48 £ 0,0 @
Car 1,5+ 0.0 1,1 +0,1 ® 1,2 40,0 @
73-30 L 43102 0,96 £ 0.0 ¥ 2,5+0,1 ™
z 1,5+0,1 @ 035400  10+0,1®
V+N  091£00®  035+00® 1,0 +0,0 @
Car 1,740, 1,1£0,0 ™ 1,8+0,1
GC835 L 5,8+0,5®" 3.6+04 ®0 24401 0
Z 1,6 £0,2 1,7£0,1 @9 0,78 +0,2 @0
V+N  1,1£0,1® 1,7+0,0 @0 0.78 +0,2 &
Car 32+0,2 @0 0,67 +0,0 © 1,940
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violaxantina+neoxantina decresceram significativamente, tanto em condigdes de S!
como em condigdes de S2, enquanto que a dos carotenos foi significativamente alterada
apenas em condigdes de S1 (Tab. 7.1).

Quanto a cv. 73-30, a luteina foi significativamente mais afectada em condigdes
de S1 do que em condigdes de S2. Os restantes carotendides, apos terem sofrido
decréscimos significativos em condi¢des de S1, apresentaram, em condi¢des de S2,
recuperagdes significativas, tendo atingido niveis similares aos do controlo (Tab7.1).

Finalmente na cv. GC 8-35, a luteina e os carotenos foram significativamente
afectados, tanto em condigdes de S1 como em condigdes de S2, enquanto que a
zeaxantina e o conjunto violaxantina+neoxantina apenas o foram em condigdes de S2

(Tab. 7.1).

7.4. DISCUSSAO

Relativamente a cv. 57-422, os resultados sugerem que, em condigdes de S1, a
capacidade de absor¢do de luz e sua transferéncia para os centros de reacgdo, assim
como a eficiéncia do PSII, ndo foram afectadas, ja que tanto Fj,, assim com a razdo
F./Fn ndo foram significativamente alterados, factos também J4 anteriormente
observados em Digitalis lanata (Sthuhlfauth et al 1990). Em condigdes de S2, apesar
de, aparentemente, se continuar a ndo verificar perturbagdes significativas ao nivel das
antenas, observou-se um decréscimo significativo na eficiéncia do PSII (que no entanto
for menor do que o verificado nas outras duas cvs.), o que vai de encontro aos
resultados obtidos anteriormente em outras espécies (Cornic e Briantais 1991, Schafer
and Schmidt 1991, Epron et al. 1992, Brestic ef al. 1995). Dados, os decréscimos das
duas formas do cit bsse (Fig. 6.3) e de PQ-9 (Fig. 6.2), nio nos parece que o ciclo de

dissipagdo de energia envolvendo o PSII tenha sido eficiente em qualquer dos niveis de
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seca. O mesmo se pode dizer em relagdo aos carotenos € 4 zeaxantina. Finalmente, a
estabilidade da reac¢do de Mehler (Fig. 6.1), e 0 comportamento dos citocromos bsg; € f
(Fig. 6.2) sugerem a manutengdo do ciclo dissipativo envolvendo PSI, o qual tera
contribuido para a dissipagdo de energia , pelo menos em condiges de S1.

Na cv. 73-30, os incrementos de F, associados a decréscimos de F./Fy,
verificados ja em condiges de S1, reflectem o declinio da actividade do PSII, podendo
sugerir a ocorréncia de danos nos centros de reacgdo e antenas (Krause 1988, Franklin
et al. 1992), que podem estar relacionados com o aumento da producio de formas
reactivas de oxigénio (Takahama e Nishimura 1975, 1976, Durant ef al. 1990, Winston
1990). Em condigdes de S1, apesar de Fy e F./F,, terem sofrido alteragdes significativas,
observou-se alguma estabilidade no teor das formas de PQ-9 (Fig. 6.2) e do cit bsse (Fig.
6.3), o que permite supor que o ciclo dissipativo envolvendo o PSII possa ter
contribuido para a dissipagdo de algum excesso de energia. Por outro lado, os aumentos
da taxa da reacgdio de Mehler (Fig. 6.1) e das concentragdes dos cit bses e f (Fig.6.3),
sugerem a presenga de um ciclo em torno do PSI, o qual podera também ter
efectivamente contribuido para a dissipagdo do excesso de energia. Em condigdes de S2,
tais ciclos ndo terdo funcionado eficientemente, devido ao decréscimo da concentragio
dos transportadores de electrdes neles intervenientes, levando a uma afectagdio ainda
maior do PSII, como sugere o maior decréscimo da razio F/F,, apesar de uma
recuperagdo do teor de zeaxantina.

A cv. GC 8-35 ndo se mostrou afectada no funcionamento das antenas em
condigdes de S1, mas mostrou ja decréscimos significativos na razdo F./F, que se
acentuaram em condi¢des de S2, e aqui associados a fortes aumentos do Fo. Tal como a
57-422, apresentou decréscimos na concentragio de PQ-9 (Fig. 6.2) e das formas de cit

bsse (Fig. 6.3) ainda em condigdes de S1, pelo que se poders também inferir que o ciclo
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envolvendo o PSII néo tera tido papel de relevo na dissipagdo de energia. Na cv. GC 8-
35, a reac¢do de Mehler foi ja significativamente afectada em condigdes de S1 e
portanto também ndo € de supor que o ciclo em torno do PSI tenha tido aqui papel de
relevo na dissipagio de energia. Esta cv. apresentou no entanto uma manutengio do teor
de zeaxantina apenas em condigdes de S1, o que podera ter conferido alguma protecgio

dos fotossistemas nessas condi¢des hidricas.

7.5 CONCLUSOES

A cv. GC 8-35 assemelhou-se & cv. 57-422, pelo facto de ter mantido as suas
antenas intactas em condigdes de S1. Por outro lado, diferiu dela e assemelhou-se & 73-
30 por ter apresentado ja nessas condigdes hidricas decréscimos significativos na razio
F./Fm, que se acentuaram em condi¢des de S2, e aqui associados a fortes aumentos do
Fo. Nas cvs. 73-30 e GC 8-35, a afectagdio da eficiéncia do PSII ocorreu Ja em condigdes
de S1, enquanto que na cv. 57-422 tal ocorreu apenas em condi¢des de S2.

O ciclo de dissipagéo de energia envolvendo o PSII parece s ter sido importante
na cv. 73-30 € mesmo assim apenas em condi¢des de S1. Relativamente ao ciclo
envolvendo o PSI, a cv. GC 8-35 diferiu das outras duas, pois este ciclo parece ja ter
sido significativamente afectado em condigBes de S1 e portanto ndo dever ter tido papel
de relevo na dissipagdo de energia nessa cv. Este ciclo pode ter sido importante na 57-
422, pelo menos em condigdes de S2. Por seu lado, a cv. 73-30 foi a Gnica em que a
reacgdo de Mehler e a concentragdo dos cit do complexo /f foram significativamente
estimulados (em condigdes de S1) e portanto a tinica em que o ciclo em torno do PSI

deve ter sido fundamental para a dissipa¢do do excesso de energia.
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CAPITULO 8

A ESTABILIDADE DOS LiPIDOS COMO
DETERMINANTE DA TOLERANCIA A SECA

8.1 INTRODUCAO

De acordo com Kramer (1983) a seca é o factor com maior interferéncia no
crescimento vegetal ¢ na produtividade agricola. A ocorréncia de periodos de seca
provoca, por vezes, quebras acentuadas de produgdo na agricultura de sequeiro
(Jacquinot er al. 1981, Li et al., 1990: Lawlor e Uprety 1993).

A seca limita a produgdo através da inibigio do crescimento e da fotossintese,
via redugio da area foliar e da fotossintese por unidade de 4rea foliar (Kriedmann 1986,
Vu et al. 1987). De acordo com Price e Hendry (1991), subjacente a estas respostas
existe um conjunto de eventos metabolicos, de ocorréncia subcelular, de cuja
compreensdo dependem, em larga medida, os nossos conhecimentos sobre 0s

mecanismos de resisténcia a seca, e de que a alteragdo da constituigdo quantitativa e
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qualitativa dos lipidos membranares ¢ apenas um exemplo.

Apesar das diferencas relacionadas com o gendtipo ¢ com o nivel de
desidratacﬁé, alteragdes no teor e composigio dos lipidos constituem uma reacgdo
generalizada das plantas como resposta a varios tipos de “stress” (Stefanov et al. 1992b,
Cachorro e Cerda 1993, Lidon 1993, Gombos ef o/, 1994, Ramalho 1998).

Como os lipidos acilo sdo os maiores componentes das membranas das plantas
(Harwood 1980, Anderson 1986, Webb e Green 1991), decréscimos na sua quantidade,
frequentes nas plantas submetidas ao “stress” hidrico, aumentam a permeabilidade
celular (Zuily-Fodil ef al. 1990, Navari-Izzo et al. 1993b).

A capacidade das plantas manterem, em condigdes de seca, a integridade das
membranas pode, portanto, determinar a sua resisténcia em relagdo ao “stress™ hidrico.
Por isso € que a estabilidade das membranas celulares ¢ uma caracteristica muito
utilizada como critério de avaliagio da resisténcia dos vegetais a seca (Premachandra e
Shimada 1987a, Zuily-Fodil et al. 1990, Afonso 1998).

A danificagio das membranas resulta numa séric de eventos, levantando
problemas ao nivel do funcionamento celular, nomeadamente o decréscimo da
actividade fotossintética. Por isso, este capitulo tem como objectivo, por um lado, o de
pesquisar diferengas varietais em relaq:ﬁo a estabilidade da concentragdo dos lipidos
acilo em condi¢gdes de seca e, por outro, relacionar esta estabilidade com a

permeabilidade das membranas e com a estabilidade do aparelho fotossintético.

8.2 MATERIAL E METODOS
8.2.1 Condigdes gerais de crescimento e imposicio da seca
As condigdes gerais de crescimento foram Ja descritas no Capitulo 2. Para a

determinagio da estabilidade das membranas e da capacidade fotossintética, a seca foi
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imposta pelo polietilenoglicol (PEG 600), enquanto que para o estudo dos lipidos acilo,
a seca fol imposta por suspensdo da rega e as plantas sujeitas a trés tratamentos,

conforme ja foi descrito no Capitulo 3.

8.2.2 Determinacio da estabilidade das membranas e da capacidade fotossintética

A estabilidade das membranas foi quantificada através do teste do PEG. O teste
foi realizado, utilizando para o efeito, amostras de 10 discos foliares de 0,8 cm? cada.
Antes de retirar os discos foliares, os foliolos foram bem lavados com 4gua desionizada.
Uma vez retirados, os discos foram colocados em pesa filtros e lavados 3 vezes com
agua desionizada, sendo depois colocados em pesa filtros de vidro contendo 10 ml de
uma solugdo de PEG 30% (tratamento de seca) ou em igual quantidade de agua
desionizada (testemunha). Passadas 17 horas, os discos foliares foram retirados, lavados
com agua desionizada (apenas os tratados com PEG para retirar deles alguns residuos
desta substincia) e posteriormente colocados em 10 ml de agua desionizada. A
condutividade foi medida ao fim de 6 horas do periodo de reidratagéo.

Posteriormente, os pesa filtros contendo os discos foram levados para uma
estufa a 90 °C, onde permaneceram 2 horas. Foram deixados arrefecer, fazendo-se em
seguida nova leitura da condutividade electrolitica, para determinagdo da condutividade
total. A percentagem de dano das membranas, expressa como um indice de dano, foi
calculada de acordo com Vasquez Tello et al. (1990): 1% = [1- (T- D/T-W)] x 100, onde
D e W representam a condutividade da modalidade tratada ¢ do controlo
respectivamente, ¢ T a condutividade total do controlo. Para estabelecer uma relagdo
entre %l e alteragdes na actividade fotossintética, a Apay foi quantificada em discos

desidratados pelo PEG, como se descreve no capitulo 2.
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8.2.3 Extracciio e separacdo de lipidos acilo de membranas tilacoidais

A extrac¢do e separagdo de lipidos acilo de membranas tilacoidais efectuou-se
segundo o método descrito por Droppa ef al. (1987). Neste processo, procedeu-se a
obtengdo das fracgdes sub-cloroplasticas (1) e extracgdo, separagio e quantificagio de
lipidos acilo de membranas tilacoidais (i1).

Para a obtengdo das fracgdes subcloroplasticas, apos a lavagem das amostras
(constituidas cada uma por 5 g de material foliar fresco) com agua desionizada, as
mesmas foram homogeneizadas em 30 ml de uma solugdo tampdo 50 mM de MES (pH
6,4), contendo 0,4 M de sorbitol, 10 mM de NaCl, 5 mM de MgCl,, 2 mM de EDTA, 1
mM de MnCl,, 2 mM de ascorbato e 0,4% de BSA, 4°C. O homogenato foi filtrado em
4 camadas de gaze e centrifugado (200 x g, 4 min., 4°C). Apéos centrifugagdo, o depésito
contendo os cloroplastos foi submetido a uma 2* centrifugagdo (2000 x g, 4 min., 4°C),
apds nova adi¢do de tampdo de extracgdo. A seguir procedeu-se a ressuspensdo dos
cloroplastos numa mistura cloroférmio:metanol:agua (1:1:1).

A extracgdo, separagio e quantificacio dos lipidos acilo de membranas
tilacoidais foi entfio efectuada nestas fracgdes sub-cloroplasticas. Procedeu-se a agitagio
num vortex e subsequente centrifugagio (2000 x g, 4 min.). Removeu-se a camada
inferior (contendo clorofila) com uma pipeta de Pasteur e procedeu-se a separagdo de
lipidos acilo por cromatografia em camada fina (TLC) em placas de silica Gel 60G,
previamente activadas (24h, 100°C) utilizando como eluente a mistura
acetona/benzeno/agua desionizada (91/30/8). As manchas foram detectadas , sob a
irradiagio de uma lampada UV imediatamente apos a aplicagio de um “spray” contendo
1% de 4cido sulfénico anilinonaftaleno (ANS) dissolvido em metanol. Para o
doseamento dos galactolipidos (GL), as manchas correspondentes foram eluidas numa

mistura contendo 0,5 ml de agua desionizada e 2,5 ml de uma solugdo de antrona (0,4 g
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de antrona, 16 ml de etanol e 40 ml de 4gua desionizada). Apés aquecimento em banho
maria (10 min., 95°C) e subsequente arrefecimento em gelo, as amostras foram
centrifugadas (2000 x g, 2 min.). Recolheu-se o sobrenadante ¢ procedeu-se a
quantificagdo de monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e digalactosildiacilglicerol
(DGDG), determinando a concentragio de galactose, lendo a absorvancia a 625 nm, e
utilizando uma recta padrio, previamente elaborada. As manchas correspondentes aos
fosfolipidos (PL) foram eluidas em 0,5 ml de HCI (0,5 M), 2,5 ml de agua desionizada
€, apos agitagdo num vortex, centrifugadas (3000 x g). Recolheu-se o sobrenadante, o
PH foi corrigido para 1 (utilizando 4cido nitrico), adicionou-se 1 ml de amarelo de
vanadato e agua desionizada (para perfazer um volume final de 5 ml). A determinagdo
de fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG) e fosfatidilinositol (PI) foi efectuada,

estimando a concentragio de fosforo, lendo a absorvancia a 470 nm.

8.2.4 Anilise estatistica

A analise estatistica foi feita conforme o descrito no Capitulo 3.

8.3 RESULTADOS
8.3.1 Efeitos do “stress” hidrico sobre a estabilidade das membranas e a
capacidade fotossintética

Os resultados mostram que a desidratagio imposta pelo PEG provocou, em
todas as cvs., um aumento na fuga de electrélitos (Fig. 8.1). Contudo, as cvs.
apresentaram diferencas em relagdo ao grau de sensibilidade ao PEG. A fuga de
electrdlitos foi maior na cv. 73-30 do que nas outras duas cvs. A capacidade
fotossintética foi também afectada por este tratamento, mais nas cvs. GC 8-35 ¢ 73-30

do que na cv. 57-422 (Fig. 8.1).
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Fig. 8.1. Relagdo entre o decréscimo da A, e a danificagio das membranas (1%) nas cvs. de amendoim
estudadas. Cada valor representa a média + SE (n=5).

8.3.2 Efeito da seca no teor de lipidos acilo

Em relagdo aos efeitos da seca sobre a quantidade total de lipidos acilo (Fig.

82),
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Fig. 8.2 Efeitos da seca sobre a quantidade total de lipidos acilo. Cada valor representa a média + SE
(n=5). As letras a, b e c representam diferengas significativas entre os niveis de desidratacio, enquanto
que as letras , s ¢ ¢ representam diferengas significativas entre as cvs. em cada nivel de desidratagio.

verificaram-se diferengas entre as cvs. e entre os niveis de “stress”. Na cv. 73-30, o
decréscimo foi ja acentuado em condigdes de S1, enquanto que na cv. 57-422, a redugio
foi gradual, 4 medida que o RWC baixou. Estas duas cvs. apresentaram o0s mais

elevados teores iniciais desta classe de lipidos, enquanto que a cv. GC 8-35 apresentou
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Tab. 8.1 Efeitos da seca sobre o teor das diferentes classes de lipidos acilo (mmol mol” Chl). Cada valor
representa a média + S.E (n=5). Asletras a, b e ¢ representam diferencas significativas entre entre os niveis de
desidratagdo, enquanto que as letras r, 5 ¢ ¢ representam diferencas significativas entre as cvs. em cada nivel de

desidratagdo.
Tratamentos
Cv. C S1 S2
57-422 MGDG 748 +20,3 @ 613+£193% 431491 ©
DGDG 292 +57 @ 253+483®0 14543369
GL 1040 + 14,3 @9 866 £223®0  676+73 @
PC 57 +0,68 @ 50 + 0,64 0 311,500
PG 74 +£2,0 @ 57+1,00 43 +13
PI 95 + 0,29 @9 79 + 0,68 ¥ 48 +£0,75 ©
PL 226 +2,4 @ 186 +3,9 ®0 114 +4,9 €9
73-30 MGDG 712+ 18,0 & 318+2,6 Y 39344400
DGDG 345 +6,3 @0 136 +£3,9 @ 180 £ 9,0 ®»
GL 1057 +225@9 453 +360 573+6,1 ®°
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0s mais baixos teores nas plantas controlo e um incremento dos mesmos em condigdes

de S1, tendo o decréscimo ocorrido apenas em condigdes de S2.

Estas alterages na quantidade total de lipidos acilo foram o resultados de
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alteragdes similares observadas em PL e GL (Tab. 8.1). Em termos estatisticos, PL ¢ GL
foram igualmente afectados, podendo-se dizer o mesmo do MGDG relativamente ao

DGDG (Tab. 8.1).

8.4 DISCUSSAO

De acordo com varios autores (Ferrari-Iliou ef al. 1984, Maroti ef al. 1984,
Crowe et al. 1987, Zuily-Fodil er al. 1990), a afectagdo das membranas, através de
processos tais como a degradagdo dos lipidos, constitui, ao nivel celular, um dos
aspectos mais peculiares das plantas que vivem em condigdes de seca. Por isso a
capacidade das plantas para protegerem as suas membranas, em condi¢des de “stress”
hidrico ¢ fundamental para a sua sobrevivéncia. A fuga de electrolitos tem sido
amplamente utilizada como medida do grau de danificagdo das membranas e, por isso,
como critério para a avaliagio da tolerﬁncia a seca, pois permite classificar os genétipos
em relagdo a sua resisténcia protoplasmatica a seca (Dhindsa e Mattowe 1981,
Premachandra e Shimida 1988, Zuily-Fodil e a/. 1990, Earnshaw 1993, Campos 1998).

Os resultados obtidos mostraram que a seca, imposta pelo PEG, provocou danos
nas membranas celulares, como j& tinha sido verificado anteriormente em outros
trabalhos (Premachandra ¢ Shimida 1987b, 1988, Zuily-Fodil ef al. 1990) e que as cvs.
apresentaram diferengas relativamente a integridade das suas membranas em condig¢des
de seca. A fuga de electrdlitos foi maior na cv. 73-30 do que nas outras duas cvs.
Quanto maior for esta, maior é o grau dos danos membranares e portanto menor sera a
estabilidade das membranas. Consequentemente, pode-se inferir dos mesmos que as
cvs. 57-422 e GC 8-35 apresentaram fortes evidéncias de terem, desenvolvidas em mais
alto grau, caracteristicas relacionadas com a estratégia do “drought tolerance”, o que

vem na linha do que a este respeito se disse no Capitulo 3. Contudo, nenhuma
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caracteristica, por si so, serve de critério para a selecgio. Dai a necessidade de
correlacionar os resultados obtidos em relacdo a estabilidade das membranas com outros
parametros geralmente associados a estratégia do “drought tolerance”, nomeadamente
estabilidade do apafelho fotossintético e dos lipidos.

A estabilidade da Anax € também utilizada como critério de tolerdncia a seca. Os
resultados mostraram que este pardmetro decresceu em todas as cvs., facto que vai ao
encontro dos resultados anteriormente obtidos por Kaiser (1987,) and Kaiser (198%),
para condi¢des de seca severa. Tendo em atencdo estes resultados, pode-se inferir que o
aparelho fotossintético da cv. 57-422 é mais resistente 3 seca que o das outras duas cvs.
Contudo, o assunto no se esbate aqui, pois, segundo Dhindsa e Mattowe (1981) e Price
et al. (1991), o aumento da permeabilidade celular e o decréscimo da Anx constituem
apenas a parte visivel do “iceberg”, na medida em que subjacente aqueles processos
estdo um conjunto de eventos ao nivel celular, de entre os quais a alteragdo dos lipidos
acilo das membranas tilacoidais ¢ apenas um exemplo.

Os lipidos tém um papel importante na determinagdo das propriedades
fisioldgicas e bioldgicas das membranas celulares (Raison 1980, Gronewald er al.
1982). Apesar de o decréscimo na quantidade dos lipidos acilo, como resposta & seca,
ser considerado um fendmeno de ocorréncia normal, depende de varios factores,
nomeadamente do gendtipo, nivel de “stress” hidrico e condigdes de crescimento
(Naviro-Izzo er al. 1990, 1993a, Zuiiiga ef al. 1990). A resposta das plantas em
condigdes dé S1 ¢ fundamental para a sua capacidade de sobreviver em condigdes de
seca e condiciona o seu grau de “drought tolerance”, ja que, em condigdes de S2,
mesmo genotipos mais tolerantes sdo também afectados.

Nesta optica, os resultados obtidos sugerem que a cv. 57-422 ¢ uma “drought

tolerant”, na medida em que mostrou, relativamente & cv. 73-30, elevada estabilidade
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em termos da quantidade total de lipidos acilos, em condigdes de S1, comportamento
anteriormente observado nas “drought tolerants” Haberlea rhodopensis € Ramonda
serbica (Stefanov ef al. 1992a) e ainda em cvs. resistentes de Vigna unguiculata (Pham
Thi et al. 1990).

Em relagdo a GC 8-35, o seu comportamento como “drought tolerant” assenta |
no facto de ter apresentado, em condigdes de S1, um significativo aumento na
quantidade total de lipidos acilo e, por conseguinte, uma elevada capacidade para
preservar a integridade das membranas em condi¢gbes de seca, como foi também
observado em gendétipos resistentes de Hordeum vulgaris (Zufiiga et al., 1990) e Vigna
unguiculata (Pham Thi et al. 1990). Quanto a cv. 73-30, a sua elevada quantidade de de
lipidos acilo € o acentuado decréscimo destes e de GL, em condi¢des de S1, t€m sido
referidas como caracteristicas dos genotipos menos tolerantes (Naviro-Izzo et al.
1989,1990, Pham Thi et al. 1990, Hubac et al. 1989).

Embora se rtivesse verificado uma pequena tendéncia para uma maior
sensibilidade dos PL, em termas estatisticns, ostes Upidss assim come os GL foram
igualmente afectados. Resultados semelhantes foram anteriormente observados em
Triticum durum (Navari-Izzo et al. 1993). O decréscimo conjunto dos PL e GL causa
distirbios ao normal desenvolvimento das plantas que se desenvolvem em condi¢des de
seca, pois de acordo com Navari-1zzo ef al. (1990) e Pham Thi er al. (1990), as enzimas
hidroliticas responsaveis pela sua degradagdo conduzem a produgdo de 4cidos gordos
livres (FFA), os quais inibem a fotoactividade dos cloroplastos. Este facto pode servir
para explicar o decréscimo da actividade fotossintética que se observa, nas cvs. de
amendoim aqui estudadas, em condig¢des de seca. O consequente aumento dos FFA e da
razdo molar FFA/PL pode desestabilizar as membranas (Seneratna er al. 1984, Navari-

lzzo et al. 1990, Navari-Izzo et al. 1993a).
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8.5 CONCLUSOES

A guisa de conclusfo pode-se dizer que os dados obtidos mostraram a existéncia
de uma associa¢io positiva entre a estabilidade dos lipidos acilo ¢ a ;ntegridade das
membranas em todas as cvs. estudadas. Efectivamente, os menores danos das
membranas foram observados na cvs. GC 8-35 e 57-422, as quais apresentaram uma
maior estabilidade dos lipidos em termos de quantidade total e consequentemente uma
maior capacidade para preservar a integridade das suas membranas. Pelo contrario, a cv.
73-30, cujos lipidos foram os mais afectados, apresentou também a maior fuga de
electrolitos. A cv. GC 8-35, embora tenha revelado uma elevada estabilidade
membranar, como foi acima referido, apresentou os maiores decréscimos da Am;x. Por
iss0, uma relagdo positiva entre a estabilidade da concentragdo de lipidos, integridade
das membranas e actividade fotossintética foi, apenas, verificada nas cvs. 57-422 e 73-
30. Portanto, ndo o foi na cv. GC 8-35, como também niio o foi em trabalhos anteriores
com Lupinus albus L. (Meyer et al. 1992). De acordo com este autores, o decréscimo da
actividade fotossintética ndo tera sido uma consequéncia de danos ocorridos nas
membranas, provocados pela alteragdo do teor e da composigdo dos lipidos, mas antes o
resultado da destruigdo ou inactivagio de ATPases, através da alteragdo de pontos
especificos da ligagdo dos lipidos as enzimas, o que poderd também constituir uma

hipotese para o caso da cv. GC 8-35.
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CAPITULO 9

TROCAS GASOSAS, ACTIVIDADE DOS FOTOSSISTEMAS
E DA RUBISCO APOS A REIDRATACAO

9.1 INTRODUCAO

A compreensdo de como o “stress “ hidrico afecta a fotossintese ¢ fundamental para
a identificagdo dos mecanismos de resisténcia e apoio aos trabalhos de selecgdo. Em muitas
situagdes a seca é intermitente, sendo por isso importante compreender, ndo sé as respostas
das plantas enquanto sujeitas ao “stress”, mas também as suas respostas ap6s a reidratacio.

De acordo com Busolo-Bulafu (1990) e Deltoro et al. (1998), o retomar das
actividades fisiolégicas, apés uma exposi¢do mais ou menos prolongada aos efeitos da seca
de intensidade variavel, constitui uma questio de suma importincia para a sobrevivéncia e
para a produtividade das plantas que habitam locais onde este “stress” ambiental ocorre.

Nesta perspectiva, o nivel ao qual a actividade fotossintética ¢ mantida durante o periodo de
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seca e a capacidade de recuperacfio deste processo apos a reidratagdo sdo importantes para a
produtividade e sobrevivéncia em condigdes de seca e, de acordo com vérios autores
(Kriedemann e Downton 1981, Lopez ef al. 1988, Gummuluru et al. 1989), constituem,
analisados como um todo, um critério importante para a selec¢fio em relagdo a resisténcia
das plantas a seca. O objectivo deste capitulo foi o de pesquisar, ao nivel das componentes
estomatica e mesofilica da fotossintese, diferengas varietais em relagdo a capacidade [Sara

suportar desidratagdes severas e recuperar apds a reidratagdo.

9.2 MATERIAL E METODOS
9.2.1 Condigdes gerais de crescimento, imposicﬁo da seca e reidratacfo das plantas

As condig¢des gerais do ensaio j& foram descritas no Capitulo 2. A seca foi imposta
por suspensdo da rega, ¢ as plantas s6 voltaram a ser regadas quando apresentaram
sintomas de desidratagdo. As medigdes foram realizadas em 5 periodos: 2 dias apos a rega,
plantas testemunha (tratamento C), no fim do ciclo de seca, RWC =~ 45-55% (tratamento

S2) e 1, 3 e 4 dias apos a reidratagio, (tratamentos R, R, e R, respectivamente).

9.2.2 Determinacio do teor hidrico relativo e das trocas gasosas
As determinagdes do RWC e das trocas gasosas foram realizadas conforme foi

descrito no Capitulo 2.

9.2.4 Determinacio da actividade dos fotossistemas, da actividade da rubisco e do teor

de clorofila

As determinagdes da actividade dos fotossistemas (reacgoes de Hill e Mehler), da
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rubisco e do teor de clorofila foram realizadas conforme o descrito nos Capitulos 5 € 6.

9.3. RESULTADOS

9.3.1 Efeitos da seca sobre o estado hidrico e as trocas gasosas das plantas

As cvs. 57-422 e GC 8-35 apresentaram, quando bem hidratadas, os valores mais
elevados de g, T;, P, ¢ WUE; (Tab. 9.1). Pelo contrario, estas duas cvs., nestas condigdes
hidricas, apresentaram os valores mais baixos de A, (diferenga entre a temperatura foliar e a
temperatura ambiente).

No final do ciclo de seca, 0 RWC de todas cvs. decresceu significativamente, tendo
as plantas atingido niveis severos de desidratagdo (Tab. 9.1). Em relagfio a g, verificou-se
um significativo decréscimo em todas as cvs., sendo as cvs. 57-422 e GC 8-35 as mais
afectadas. Igual comportamento foi verificado em relagio 4 T, e 4 P,. Apesar disto, é
possivel verificar também que a P, foi muito mais afectada do que a T;, principalmente na
cv. GC 8-35 (Tab. 9.1). Condigdes de S2 conduziram também ao decréscimo da WUE,,
particularmente acentuado na cv. GC 8-35. Em todas as cvs., a Ty aumentou, enquanto que
C; decresceu, suavemente na ch. GC 8-35 e manteve-se constante nas cvs. 57-422 e 73-30.

Nas plantas controlo, os valores mais elevados da A, ocorreram nas cvs. 57-422 ¢
GC 8-35 (Tab. 9.2). Nestas condigdes hidricas, os valores da razdo A,,/P, foram de 2,1,
3,3 e 3,1, respectivamente nas cvs. 57-422, 73-30 e GC 8-35. Em condi¢des de S2,
verificou-se uma forte afectagdo da Apax, tendo os decréscimos sido mais acentuados na cv.
GC 8-35. Por sua vez, a raziio Ap,,/P, aumentou substancialmente em todas as cvs., tendo

atingido valores de 10,8, 5,3 € 9,5, respectivamente nas cvs, 57-422, 73-30 e GC 8-35.
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Tab. 9.1 Valores do teor hidrico relativo (RWC, %), condutincia estomatica (g, mmol HO m'zs"),
fotossintese liquida (P, pmol CO, m™s™), transpiragio (T,, mmol H,O ms™), concentragio interna de CO,
(C;, ppm), diferenca entre a temperatura foliar e a temperatura ambiente (A,, °C) e eficiéncia instantinea do
uso da agua (WUE;, P,/T,), em condi¢Ses de boa disponibilidade hidrica (C), em condigdes de seca (S2), 1e3
dias apos a reidratagdo em cvs. de amendoim. Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a, b, ced
representam diferencas significativas entre os tratamentos, enquanto que as letras r, s e t representam
diferencas significativas entre as cvs. em cada tratamento.

Dias apés a reidratacio

Cv. C S2 1 3
57-422 RWC 9% 45-55 95 94
g 549 + 12 9 36+4 91 +9®® 105 +21 ™Y
P, 16,2+ 0,9 @9 08+0,01°%  74+02® 16,1 1,79
T, 6,2 +0,2 @ 0,7+0,01Y  55+006®  47+07®
C 206 + 1 @9 272 + 149 235+ 1 ®0 214 +8 ®0
A 2,5+0,1© 2,940,037  07+0,1%" 0,5+0,0®"
WUE,; 2,7 +£0,0 @ 1,3£0,03€7  15+0,01 " 3,4 40,02 @
73-30  RWC 93 45-55 95 9
g 255 +32 ® 100 £ 0 @9 337+ 52@0 375 £37@9
P, 9,0 +0,1 ® 1,2+00®  61+02©Y 14 +0,3 @
. 5,0 £0,04 &9 26+002€  91+04@ 9,2 + 0,04 @0
G 289 +2 @9 287 +2 @0 285 +9 &9 282 £7@9
A 07+00%  26+00®  07+003%  _12+00@
WUE,  18+03® 09+0,02®  07+001®  15+00@
GC835 RWC 93 45-55 94 93
454 +19 @9 32420 304 £21 &0 453 + 120 @9
P, 13,04 0,409 05+00@0  ggroayén 18 + 3,000
T, &0 L0, LEX002™ 10640050 11 ppgtw
G 209 + | @0 266+ 149 261 +0® 258 +2 &
A 2,040,149 28+0,01%  _1,0£005%  _0,0+0,06%
WUE; 2,2+0,1 @ 03+00%  08+0,0@ 1,7+0,0®

9.3.2 Efeitos do “stress” hidrico sobre no transporte de electrdes e na actividade da

rubisco

Em relagdo ao transporte de electrdes (Tab. 9.2), verificou-se que, no controlo, a cv.
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57-422 apresentou, relativamente a reacgdo H,O-DCPIP, as maiores taxas. Relativamente

Tab. 9.2, Valores do teor hidrico relativo (RWC, %), capacidade fotossintética (Amay, pmol O, m?s"),
actwndade da rubisco (umol CO, m?s™), das reacges H,0-DCPIP, DCP-DCPIP ¢ DCPIPH,-MV (mmol 0,
g' Chls")) em condigdes de boa disponibilidade hidrica (C), em condigdes de seca (S2), 1, 3 e 4 dias apos a
reidratagio em cvs. de amendoim. Cada valor representa a média + SE (n=5). As letras a, b, ¢, d e e
representam diferencas significativas entre os tratamentos, enquanto que as letras 7, s e ¢ representam

diferengas significativas entre as cvs. em cada tratamento.

Dias apos a reidratacio

Cv. C S2 1 3 4
57-422 RWC 94 45-55 95 95 93
Amix 34421%0  11£1,2@ - 37£1%0 421460
Rubisco 78 +6 0 44 +£3©0 96 + 4 @9 - -
H,0-DCPIP 64+03% 424049 603%™  19+17@  25+43@0
DCP-DCPIP  32+1 56419  25+1©9) 551400  gp44060
DCPIPH,-MV 08 + 8 9 102+£5@0  197+18®0 373 +2@Y 38449 @)
73-30 RWC 93 45-55 94 94 93
Amix 20406 9+17@ - 204279 37226
Rubisco 53 +2®9 29 +5 @ 123 + 5 @0 - -
H,0-DCPIP 35£1,099  28402@  45+£02@ 21£06®™ 274150
DCP-DCPIP 1481 51+0@) 404300 42 +2C9 64 +3 @Y
DCPIPH,-MV 86+ 2" 78 +6 € 131£5®0 3564269 3694+ 176G
GC8-35 RWC 94 45-55 95 92 91
Amix 39£1®  gro©m - 3844 ®0 484 3@0
Rubisco 48 +£20% 27 +4© 9713 @9 - -
H,0-DCPIP 3,104 24402 524090 27+20@  30+25@
DCP-DCPIP 2240 @ g+0@ 40 £ 1@ 51 +£2®0 73£3@
DCPIPH,-MV 126 +2@0 764+ 7@ 163+6© 3784300 415+ 18@D

as reacgées DCP-DCPIP ¢ DCPIPH,-MV, as maiores taxas foram observadas nas cv. 57-

422 e GC 8-35.

Na cv. 57-422, em condigdes de S2, as taxas das reacgdes associadas ao PSIH (H,0-

DCPIP, DPC-DCPIP, princi palmente esta ultima) decresceram acentuadamente, enquanto a
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da reacgdo DCPIPH,-MV se manteve estavel (Tab. 9.2). A cv. 73-30 foi caracterizada pela
estabilidade das reac¢des H,O-DCPIP ¢ DCPIPH,-MV e pelo decréscimo nas taxas da
reaccao DPC-DCPIP. Quanto a cv. GC 8-35, as taxas da reacgio H,O-DCPIP mantiveram-
se estaveis, enquanto que as das reacgdes DPC-DCPIP e DCPIPH,-MV decresceram (Tab.
9.2).

Em relagdo a actividade da rubisco, verificou-se que, em condi¢Bes de boa
disponibilidade hidrica, ela foi maior na cv. 57-422, tendo as outras duas cvs. apresentado
valores semelhantes. A actividade desta enzima decresceu acentuada e igualmente em todas

as cvs. (Tab. 9.2), pelo que, em condigdes de S2, ela foi também maior na cv. 57-422.

9.3.3 Recuperaciio do estado hidrico e das trocas gasosas

Como se v€ na fotografia 2.4, 24 h apés a reidrétag:ﬁo, as plantas recuperaram, pelo
menos em termos do seu aspecto fisico, e dcixaram de apresentar os sintomas externos da |
seca, No ¢aso concretd a murchidio dos foliolos.

Em todas as cvs., 0 RWC recuperou completamente, 24 h apés a rega. Nesta altura
Ja a cv. 73-30 apresentava uma recuperagio da g, com valores acima dos verificados nas
plantas controlo, enquanto que as cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 apresentaram recuperagdes
parciais, as quais representavam 17% e 67% dos respectivos controlos (Tab. 9.1).

A P, também recuperou mais rapidamente nas cvs. 73-30 e GC 8-35. Nestas Cvs.,
24 h apdés a rega, os valores da P, representavam jad 69% e 67 % do controlo,
respectivamente, enquanto que na 57-422 representavam apenas 46%. Depois, 3 dias apos a
rega, verificou-se que a P, das cvs. 73-30 e GC 8-35 apresentou valores muito superiores
aos verificados nas plantas controlo, enquanto que a cv. 57-422 tinha Ja valores idénticos ao

controlo.
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Relativamente 4 WUE; (Tab. 9.1), verificou-se que, 24 apés a reidratagdo, as cvs.
apresentaram uma recuperagdo parcial, a qual representava 56%, 39% e 35% dos valores do
controlo, respectivamente nas cvs. 57-422, 73-30 ¢ GC 8-35. Depois, 3 dias apos a rega,
verificou-se, na cv. 57-422, uma recuperagio para valores superiores aos do controlo,
enquanto que as cvs. 73-30 e GC. 8-35 tiveram apenas uma recuperagio parcial, a volta de
83% e 73% do controlo, respectivamente. A C; recuperou totalmente apenas nas cv. 73-30,
logo nas primeiras 24 h apés a rega.

A Amax Tecuperou completamente nas cvs. 57-422 ¢ GC 8-35, 63 h apés a
reidratagdo, enquanto que, nessa altura, na cv. 73-30, a recuperagdo foi apenas parcial,
representando 69% do controlo (Tab. 9.2). Também, apos a rega, a razio A /P, decresceu
acentuadamente atingindo valores de 2,3, 1,4 e 2,1, respectivamente nas cvs. 57-422, 73-30

e GC 8-35.

9.3.4 Recuperagio da taxas de iransporte de electrdes e da actividade da rubisco

Verificou-se em todas as cvs., uma rapida e forte recuperagdo das reacgdes
associadas ao transporte fotossintético de electrdes (Tab. 9.2).

Assim, nas cv. 57-422 e 73-30, verificou-se, 24 h apoés a rega, uma recuperagio total
da reacgio H,O-DCPIP. Nesta altura a cv. GC 8-35 apresentava ja valores acima do
controlo. Quanto & reac¢do DCP-DCPIP, a recuperagio para valores acima dos normais
ocorreu nas cvs., 73-30 e GC 8-35, nas primeiras 24 h apés a rega, enquanto que na cv. 57-
422 tal recuperagio foi apenas parcial. Também 3 dias depois, esta taxa apresenta em todas
as cvs. valores que em muito superam o controlo. Relativamente a reac¢do DCPIPH,-MV, a
recuperacdo para valores acima do controlo ocorreu, em todas as cvs., ja nas primeiras 24 h

apos a rega.
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A actividade da rubisco recuperou completamente, logo nas primeiras 24 h apos a
reidratagdo, em todas as cvs., tendo a recuperagio atingido valores superiores aos das
plantas controlo. Na recuperagdo, todas as cvs. apresentaram, relativamente ao controlo,
valores muito mais elevados das taxas de transporte de electrdes para dado valor da Amax

(Tab. 9.2).

9.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos sugerem que no controlo, as cvs. 57-422 ¢ GC 8-35
apresentaram os maiores valores de g;, T; ¢ de P,., ndo se tendo verificado diferengas em
relagdo a Ci. Assim sendo, as diferengas ao nivel de gs ndo tiveram reflexo em C; ¢ por
consequéncia, diferengas em relagio a este ultimo pardmetro parecem néio poder explicar as
diferengas verificadas ao nivel de P,,.

No controlo, os valores elevados das taxas de actividade dos fotossistemas, da
rubisco (cv.k 57-422) e da Apax (cvs. 57-422 e GC '8-35) explicam, de certa forma, a
ocorréncia, nestas cvs., das mais elevadas taxas de P,. Por outro lado, a cv. 73-30 embora
tenha apresentado os valores mais baixos de T., apresentou também os mais baixos valores
de WUE;. Tal, resulta do faéto de esta cv. ter também apresentado os mais baixos valores
de P,.

Em condigdes de boa disponibilidade hidrica, os mais elevados valores de Amqax
foram observados nas cvs. 57-422 e GC 8-35. Os resultados obtidos sugerem que os valores
mais altos da A, resultam das altas taxas verificadas nas reacgoes H,O-DCPIP (cv. 57-
422), DCP-DCPIP (cvs. 57-422 ¢ GC 8-35), DCPIPH,-MV (cv. GC 8-35) e actividade da
rubisco (cv. 57-422). Nestas condigdes hidricas, verificaram-se diferengas em relagdio a

razao Ama/Py, as quais sugerem a existéncia de diferencas ao nivel da g, € do consumo dos
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compostos de carbono recentemente fixados (por exemplo através da respiragio e/ou
fotorrespiragdo); de recordar que a raziio foi menor na cv. 57-422.

Os decréscimos nas taxas da actividade da rubisco (todas as cvs.) e das reacgdes
H,O-DCPIP e DCP-DCPIP (cvs. 57-422), DCP-DCPIP ¢ DCPIPH,-MV (cv. GC 8-35) e
DCP-DCPIP (cv.73-30) poderio estar na base dos decréscimos da A,y verificados nestas
cvs.. O aumento verificado na razdo An,./P, sugere um incremento das actividades de
descarboxilagio relativamente as de carboxilagdo e diferengas em relagéio aos valores de gs,
sendo a cv. 73-30 aquela que apresentou um maior aproveitamento da sua Amax.

Em condigdes de S2, como foi referido, os foliolos de todas as cvs. apresentaram-se
completamente murchos. A rapida recuperagio do RWC imediatamente apds a rega,
entretanto observada, e a melhoria do aspecto fisico e exterior tiveram implicagdes muito
profundas para as plantas no sentido de retomarem as sua actividades fisiologicas,
possibilitado que os pardmetros estudados atingissem niveis iguais ou mesmo superiores
aos observados nas plantas controlo.

A recuperagio do RWC foi importante para a recuperagio da turgidez e,
consequentemente, para a reposi¢do da firmeza dos foliolos € da posi¢do dos mesmos em
condi¢des adequadas para a captagio de luz e CO,.

Em relago a recuperagio de g, as cvs. apresentaram dois tipos diferentes de
resposta. O primeiro, representado pelas cvs. 73-30 e GC 8-35, é caracterizado pela rapida
recuperagdo de g; e de T.. O segundo, representado pela cv. 57-422, caracterizou-se por
uma lenta recuperagiio destes pardmetros, fenémeno muito natural em situagOes de
reidratagdo, como tem sido referido por varios autores (Mansfield e Davies 1981, Matos ef
al. 1983, Lopez et al. 1988, Matos 1990) ¢ que pode ser encarado como um meio utilizado

pelas plantas no sentido de se prevenirem contra o risco de nova ‘desidrata¢do. Este
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comportamento da cv. 57-422, que pode nio ter grande importancia em condigdes de vaso
se se tiver o cuidado de humedecer completa ¢ uniformemente o substrato, pode também
ser interpretado, de acordo com Mansfield er al. (1978), como um meio para melhorar a
WUE, partindo do pressuposto de que, em condigdes naturais, as primeiras chuvas
raramente humedecem o solo completamente. Sendo assim um aumento na eficiéncia do
uso desta pequena quantidade de 4gua disponivel pode ser benéfico para o crescimento das
plantas. Este aumento da WUE ¢ conseguido através do fecho parcial dos estomas. Alids,
como se viu, nesta cv., as plantas em reidratagio, uma vez reparados os danos da sua
maquinaria fotossintética, atingiram e superaram mais rapidamente, em termos de WUEi as
plantas controlo, com iguais taxas de P,, gracas precisamente a fortes restrigdes no
consumo de agua.

Como se verificou aqui e em outros trabalhos (Lopez ef al. 1988, Tuba ef al. 1994),
apesar de 0 RWC e g; (excepto na cv. 57-422) terem recuperado completamente, logo apos
as 24 h subsequentes a reidratagao, e por conseguinte estarem aparentemehte reunidas todas
as condigdes favordveis a obtengdo de elevadas taxas de P, tal ndo se verificou em
nenhuma das cvs. estudas. A recuperagio da hidratagdo permitira a recuperagio de P,. No
entanto, tal envolve um conjunto de fenomenos metabdlicos que tém por finalidade a
reorganizagdo e/ou a reactivagio das estruturas, o que demora o seu tempo. Com efeito P,
s0 recuperou completamente em todas as cvs. apos a ocorréncia de significativas melhorias
numa série de processos sub-celulares, como sejam a actividade da rubisco e as taxas das
reacgdes associadas ao PSII e PSI.

A forte recuperagiio da A, observada nas cvs. 57-422 e GC 8-35 reforga o que se
disse anteriormente no que diz respeito ao seu grau de tolerancia a seca. Nas cvs. 73-30

(principalmente nesta) e GC 8-35, a P, recuperou (percentualmente e relativamente ao
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controlo) muito mais que a A, 0 que podera significar que, nestas cvs., durante a
reidratago, aconteceu, relativamente as condiges de “stress”, um incremento das reacgdes
de carboxilagdo relativamente as reacgdes de descarboxilagdo. Por outro lado, a
recuperagdo das taxas das reacgdes associadas aos dois fotossistemas foi muito maior que a
da Ap,x. Também, comparativamente ao controlo, as plantas na reidratagio apresentaram
um maior fluxo de electrdes para dado valor da Apma (principalmente na cv. 73-30), o que
sugere que, durante, a reidratagio uma parte significante do fluxo de electrdes podera estar
a ser desviado, por exemplo para a redugio dos nitratos.

A velocidade de recuperagio da P, depende do genétipo, como disto nos diio conta
os trabalhos realizados com Panicum maximum (Ludlow et al. 1980), Medicago sativa
(Hall e Larson 1982) e Cajanus cajan (Lopez et al. 1988). Também depende do grau de
desidratagéo atingido no final do ciclo de seca (Kriedemann e Downton 1981) e, de acordo
com Moreira er al. (1990), assenta as suas bases fisiologicas no equilibrio entre a
necessidade de reconstruir € a de apenas reactivar a maquinaria fotossintética. A excelente
recuperagdo da cv. GC 8-35, apos severa afectagiio durante a seca, confirma de certo modo
as indicagdes fornecidas pela relag:ﬁo entre 0 RWC e vy, (Capitulo 3), o teste do PEG ¢ a
estabilidade dos lipidos (Capitulo 8), quanto a sua capacidade para tolerar a seca. A cv. 57-
422, que podemos caracterizar como tolerante, recuperou lentamente em termos de P,. Os
dados sugerem que tal ndo foi devido a lenta recuperagdo da A, Ja que esta e os seus
componentes recuperaram excelentemente, mas antes a lenta recuperagio de g; que podera
ter influenciado negativamente a recuperacio de P,,.

As cvs. 73-30 e GC 8-35, que apresentaram na recuperagdo valores de g ede T,

superiores aos das plantas controlo, apresentaram também neste periodo valores de P,
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superiores aos do controlo. Este facto foi também observado em outros trabalhos (Ludlow
et al. 1980, Gummuluru ef al. 1989, Ramalho e Chaves 1992). Ao nivel da sobrevivéncia e
da produtividade da cultura, estas elevadas taxas pos-reidratagdo assumem capital
importincia, j4 que podem de certa forma compensar as perdas ocorridas durante o periodo
de seca. Talvez por isso, quando as plantas foram submetidas a ciclos sucessivos de seca,
como foi referido no Capitulo 4, a biomassa das cvs. 73-30 e da GC 8-35 ndo tenha sido

significativamente afectada relativamente ao controlo, enquanto que a da cv. 57-422 o foi.

9.5 CONCLUSOES

O RWC recuperou completamente em todas as cvs., 24 h apds a reidratagdo. A
recuperagdo de g e de T, foi mais rapida nas cvs. 73-30 e GC 8-35. Apesar da recuperagdo
total do RWC ter ocorrido durante as primeiras 24 h, a de P, ocorreu mais tarde, nalguns
casos mesmo depois da completa recuperagdo de g, como por exemplo se observou nas
cvs. 73-30 e GC 8-35. Este facto constitui por si s6 uma indicagiio de que a seca se fez
sentir também através dos efeitos-ndo estomaticos. A P, retomou os valores normais ap6s a
repara¢do dos danos ocorridos na maquinaria fotossintética, concretamente, a recuperagio
das reacgdes de Hill e Mehler e da actividade da rubisco.

Em todas as cvs., P, recuperou até atingir valores iguais ou superiores aos das
plantas controlo, o que sugere que estas cvs. de amendoim dispuseram de mecanismos
capazes de anular os efeitos negativos da seca quando a agua Thes foi novamente fornecida.
As ¢vs.73-30 e GC 8-35, recuperam em fase mais adiantada da reidratagdio para valores
acima do controlo.

Nas cvs. 73-30 (principalmente nesta) ¢ GC 8-35, a P, recuperou muito mais que a

Amax. Comparativamente ao controlo, as plantas na reidratagdo apresentaram um maior
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fluxo de electrdes para dado valor da A,y (principalmente na cv. 73-30). As cvs. 57-422 ¢
GC 8-35 apresentaram uma melhor recuperagdo da Apma,, 0 que reforca as consideragdes

tecidas nos capitulo anteriores sobre o grau de tolerdncia a seca destas duas cvs.
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CONCLUSOES GERAIS

Em relagfio aos aspectos ontogénicos, verificou-se que, numa primeira fase do ciclo
cultural, as .cvs. privilegiaram o crescimento das raizes e folhas. A cv. 57-422 diferenciou-se
das outras duas por ter apresentado, de uma forma geral, ao longo do ciclo cultural uma maior
produgdo de biomassa total, uma grande parte dela representada pela biomassa foliar e
caulinar, facto que lhe permite em condigdes de campo actuar como uma “mulching crop”
devido a maior cobertura do solo. Em termos fenoldgicos, as cvs. 73-30 e GC 8-35
(principalmente esta) revelaram ser mais precoces que a cv. 57-422. Em termos morfologicos
¢ de ressaltar o facto de, em todas as cvs. estudadas, os estomas estarem, em maior quantidade,
na pagina adaxial (a que fica mais protegida dos raios solares nos periodos de “stress”
luminoso e hidrico e de coloragio mais escura) do que na pagina abaxial, a de cor
esbranquigada e a mais exposta aos raios solares nos Jja referidos periodos de “stress”. A maior
densidade estomatica verificou-se na cv. 57-422, enquanto que a menor densidade estomatica

verificou-se na cv. GC 8-35. Nem sempre a maior densidade estomatica correspondeu a uma
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maior taxa transpiratoria. Com efeito, em condi¢des normais, os menores valores de g
ocorreram na pagina adaxial € a cv. 73-30 apresentou os mais baixos valores de g;.

Condigdes de seca moderada provocaram alteragdes ao nivel do crescimento das
plantas. As cvs. 73-30 e GC 8-35 apresentaram em condigdes de plena disponibilidade hidrica
as menores taxas de crescimento e também as menores produgdes de matéria seca. Por outro
lado, nestas duas cvs., tais indices de crescimento ndio foram significativamente afectados pela
seca. Alicergada nos factores de capacidade (maior area foliar e elevada LAR) e nos factores
de eficiéncia (maior NAR), a estratégia da cv. 57-422 consistiu em crescer de forma
exuberante enquanto houve 4gua em abundancia e restringir fortemente o crescimento quando
ela escasseou, mesmo assim apresentou uma maior produgio de biomassa.

A seca modificou o padrio normal da partigdo da biomassa, facto que se reflectiu no
aumento da razio raiz/parte aérea. Na cv. 57-422, esta razio aumentou, pelo facto de a
biomassa da parte aérea ter sofrido fortes decréscimos. Na 73-30 esse aumento foi devido a |
conjugagio de aumentos da biomassa radicular e decréscimos da parte aérea, enquanto que a
GC 8-35 consegue-o aumentado significativamente a biomassa radicular e alterando
relativamente pouco a parte aérea. De uma forma geral, o decréscimo da parte aérea deveu-se
essencialmente mais ao decréscimo da biomassa foliar, do que da biomassa caulinar, facto
muito evidente na cv. 57-422. Assim sendo, a cv. GC 8-35 parece ser a que apresentou o
melhor ajuste da razdo raiz/parte aérea, pois aumentou a capacidade de absorver dgua sem que
contudo tenha prejudicado de forma significativa as dimensdes do aparelho assimilador.

Em condig¢des de plena disponibilidade hidricas a cv. 57-422 apresentou os maiores
valores de WUE, pois, apesar dos elevados consumos de agua, produziu muito mais matéria
seca, enquanto que a cv. GC 8-35 apresentou os menores valores (como resultado de elevados

consumos de dgua associados a baixas produgdes de biomassa). A cv. 73-30 conjugou baixos
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consumos de dgua com baixas producdes de biomassa, dai a sua posigio intermédia. Em
condigdes de seca, verificou-se, em todas as cvs. estudadas, um aumento da WUE,
significativo apenas para as cvs. 57-422 e GC 8-35. Nestas condigdes hidricas, a cv. 57-422
apresentou, relativamente as outras duas as quais ndo apresentaram diferengas significativas
entre si, os maiores valores de WUE. A cv. 57-422 aumentou a WUE, através de restrigdes
drasticas no consumo de agua e na produgio de matéria seca (ainda que menos drasticas). Na
cv. GC 8-35 tal aumento resultou de redugdo significativa no consumo de agua, ja que a
producdo de biomassa ndo foi significativamente alterada. A cv. 73-30 praticamente mantém
os niveis de biomassa e de consumo de agua, dai a variagio nfio significativa da WUE quando
em condigdes de seca.

Em termos de conservagio de dgua, a cv. 73-30 manteve-se por mais tempo melhor
hidratada que as outras duas cvs.. Isto devido aos seus mais baixos valores iniciais de gs € de
T; (este ultimo medido tanto pelo método gravimétrico, como pelo métodok porométrico). A
sua caracterizagdo como “avoider” é reforgada, por ter épresentado, entre outros atributos, uma
menor taxa de transpiragdo acumulada, um mais elevado teor hidrico relativo no encerramento
estomatico ¢ um menor decréscimo de . O “drought tolerance” das cvs. 57-422 e GC 8-35
assenta no facto de terem apresentado menor fuga de electrolitos, maior estabilidade da
concentragdo dos lipidos, maior queda do ., € uma melhor recuperagdo da Amay.

Relativamente as trocas gasosas, as cvs. 57-422 ¢ GC 8-35 apresentaram em condigdes
de plena disponibilidade hidrica os mais elevados valores de Amax, Pn, g € Tr A P, decresceu
quer devido aos efeitos estomaticos quer devido aos efeitos ndo-estomaticos. Em relagdo aos
efeitos estomaticos, as cvs. apresentaram duas estratégias diferentes. A protagonizada pela cv.
73-30, caracterizada por baixos valores de g ¢ de P,, mesmo em condi¢des de boa

disponibilidade hidrica e decréscimos suaves destes parimetros ao longo do ciclo de
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desidratagdo, € a protagonizada pelas cvs. GC 8-35 e 57-422, caracterizada por elevados
valores de g; ¢ de P, em condigdes de plena disponibilidade hidrica e por acentuados
decréscimos destes parametros em condi¢des de seca. Ainda assim, estas cvs. apresentaram,
em condigdes de seca moderada, taxas transpiratorias e fotossintéticas mais elevadas do que as
exibidas pela cv. 73-30. Quanto aos efeitos ndo-estomaticos, verificou-se, em todas as Cvs.,
um decréscimo da Apax em condigdes de seca. Na cv. GC 8-35 o decréscimo ja se observava a
valores de RWC ainda elevados, enquanto que nas outras duas cvs. Apax decresceu mais tarde.

A seca provocou em todas as cvs. uma inibigdo na actividade da cadeia de transporte
de electrdes. O PSII revelou ser o principal alvo da seca, enquanto que o PSI apresentou uma
grande estabilidade. Este fotossistema s6 foi significativamente afectado pela seca na cv. GC
8-35. Em todas as cvs. estudadas, a actividade da rubisco sofreu um estimulo em condigdes de
S1, s6 sendo afectada em condigdes de S2. Portanto, em condigdes de S1, a afectagdo da
maquinaria fotossintética ndo devera ser atribuida a alterages na actividade desta enzima, mas
antes ser imputada a inibigdes ao nivel do transporte de electrdes, particularmente, ao nivel do
PSIL Em condigdes de S2, ja ¢ de considerar a influéncia negativa da inibi¢do da actividade da
rubisco no decréscimo da actividade da maquinaria fotossintética.

A cv. GC 8-35 assemelhou-se com a 57-422, pelo facto de ter mantido, em condigdes
de S1, a fluorescéncia basal (Fy) inalterada. Por outro lado, diferiu dela e assemelhou-se com a
73-30 por ter apresentado j4 nessas condicdes hidricas decréscimos significativos na razio
entre a flourescéncia variavel (F,) ¢ a fluorescéncia méaxima (Fm) - razéo F/F, -, que se
acentuaram em condigdes de S2, e aqui associados a fortes aumentos de Fy. Nas cvs. 73-30 e
GC 8-35, a afectagdo da eficiéncia do PSII ocorreu Ja em condigdes de S1, enquanto que na

57-422 tal ocorreu apenas em condigdes de S2.
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O ciclo de dissipagio de energia envolvendo o PSII parece sé ter sido importante na
cv. 73-30 e mesmo assim apenas em condigdes de S1. Relativamente ao ciclo envolvendo o
PSI, a cv. GC 8-35 diferiu das outras duas, pois este ciclo parece Ja ter sido significativamente
afectado em condigdes de S1 e portanto ndo deve ter tido papel de relevo na dissipagdo de
energia nessa cv.. Este ciclo pode ter sido importante na 57-422, pelo menos em condiges de
S1. Por seu lado, a cv. 73-30 foi a Gnica em que a reacgdo de Mehler e a concentragio dos cit
do complexo b/f foram significativamente estimulados (em condi¢des de S1) e portanto a
unica em que o ciclo em torno do PSI deve ter sido fundamental para a dissipagdo do excesso
de energia.

A recuperagdo de g, e de T; foi mais rapida nas cvs. 73-30 e GC 8-35 do que na cv. 57-
422, o que pode ajudar explicar o forte decréscimo no consumo de agua quando as plantas
desta ultima cv. foram submetidas a ciclos sucessivos de seca. O RWC recuperou
completamente em todas as cvs., 24 h apos a reidratagdo. Nesta altura verificou-se,
relativamente a taxa de transporte de electrdes e a actividade da rubisco, uma recuperagio para
valores acima do controlo. Porém, a fotossintese liquida recuperou mais tarde, tendo-se
verificado valores acima dos normais nas cvs. 73-30 e GC 8-35. Talvez por isso, relativamente
ao controlo, a biomassa das cvs. 73-30 ¢ da GC 8-35 ndo tenha sido significativamente

afectada, quando as plantas foram submetidas a ciclos sucessivos de seca, como foi referido

anteriormente.
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