Introducéo

O funcionamento normal das células demanda condigbes
hidricas préximas da saturacdo, entretanto, usualmente
essas condigBes ndo ocorrem e a célula encontra-se
insaturada. O teor de 4gua nas diferentes partes da planta
pode variar enormemente. Em sementes, pode chegar até o
minimo de 4% e, em tecidos tenros, em pleno crescimen-
to, até a um maximo de 96%. Em média, as partes verdes
da maioria das plantas tem um teor de 4gua entre 80 e
90%, que varia de acordo com as condi¢des hidricas
ambientais.

O armazenamento de agua na planta é regido pelos
fendmenos de interacdo da dgua com a planta. Nas
paredes celulares, a agua é retida pelas fibrilas de celulose
e pelos materiais pécticos, de tal forma que as forgas de
capilaridade e de adsorsdo podem ser consideraveis. O
protoplasma é constituido de uma solugéo rica em
proteinas, lipidios, aglcares, etc. Essas substancias
determinam o potencial osmético, um componente negati-
vo do potencial total da agua na planta, que avalia a
energia livre da agua. O potencial osmético atua na
penetracdo espontanea da agua para dentro das células.
Devido a resisténcia fisica de suas paredes, as células
tornam-se targidas. A turgidez corresponde a uma pressao
positiva dentro da célula e essa pressao corresponde ao
componente de pressdo do potencial total da 4gua nas
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células. Portanto, as condi¢des hidricas nos tecidos das
plantas podem ser avaliadas tanto pelo teor como pela
energia livre da agua e podem ser inferidas por métodos
indiretos, como a temperatura das folhas.

O teor da agua é expresso em teor relativo e em défice de
saturacdo. A energia livre é expressa em potencial total de
agua na planta.

O défice de agua ocorre sempre que a transpiragao ultra-
passar a absorgdo. Durante os dias com alta demanda
atmosférica, usualmente ocorre défice temporario de agua
na planta, mesmo nas adequadamente irrigadas. Esse
défice é eliminado durante a noite, quando a absorgéo é
maior que a transpiracdo. Entretanto, com o aumento do
défice de agua no solo, a absorcgédo é ainda mais reduzida e
o défice de agua na planta durante o dia torna-se cada vez
mais longo, até a ocorréncia da murcha permanente. O
défice de agua na planta é caracterizado pelo decréscimo
do teor de 4gua na planta, do crescimento, do potencial
osmotico, do potencial de agua total, da perda de
turgescéncia e pelo fechamento dos estématos.

Teor de Agua

O teor de agua nas plantas pode ser medido pela secagem
em estufa com circulacéo for¢ada de ar, temperatura de 70
°C até massa constante e, em termos praticos, durante 48
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horas de secagem. O material é pesado imediatamente
apos a coleta e acondicionado em estufa, pré-aquecida,
para desativar toda a atividade fisiolégica da planta e assim
prevenir a perda de material com a intensificacao da
respiracédo pelo aumento da temperatura. Se néo for
possivel pesar o material imediatamente ap6s a
amostragem, as amostras devem ser acondicionadas em
recipientes de metal hermeticamente fechados e pesadas
tao logo quanto possivel, ap6s serem secas no mesmo
recipiente aberto. A secagem durante 3 horas a 85°C é
normalmente usada para discos de 8 mm de diametro, para
folhas de plantas comumente cultivadas. Nao se observa
diferencas no tempo de secagem, nem muito menos no
teor final de umidade, quando adotadas temperaturas mais
altas. O residuo de umidade que permanece nos tecidos
ap6s a secagem em temperaturas mais altas e periodos
mais longos é irrelevante nas determinagdes de rotina
(SLAVIK, 1974).

O teor de agua (ta) pode ser expresso com base na massa
seca (m) ou massa fresca (m,).

ta = [(m,- m)/m_] x 100 (1)
ta ., = [(m;- m)/m] x 100 2)
Considerando que a massa seca pode variar ao longo do
tempo, dia ou fase de desenvolvimento da planta, a
comparacgao de resultados com base na massa seca é
insatisfatorio. Quando considera-se a massa fresca,
problemas semelhantes ocorrem (TURNER, 1981).

Como alternativa para eliminar esse problema, pode-se
expressar o teor de agua com base na massa targida (m,).
Nessa base, o teor de agua é referido como teor relativo de
agua (tra) ou défice de saturagdo de agua (dsa):

tra = [(m, — m)/(m- m)] x 100 (3
dsa = [(m_— m)/(m,— m)] x 100 (4)
tra = 100 — dsa ()

Para determinar a massa turgida ou massa saturada do
tecido, coleta-se geralmente 10 a 15 discos ou folhas, de
aproximadamente 1 cm de diametro, e acondiciona-os em
recipiente hermeticamente fechado. Apés a determinacao
da massa fresca, os discos sdo mergulhados em agua
destilada, em placa de Petri tampada, durante varias
horas, até a turgidez dos tecidos. Seca-se a superficie
dos discos, pesa-os, para determinar a massa targida e
seca-0s na temperatura de 85 °C, durante 3 h, determi-
nando assim a massa seca. O tempo para saturacao varia
de acordo com a espécie.

Estudos tém demonstrado que a absorgdo de agua
pelos discos é inicialmente rapida, depois torna-se lenta
e persiste enquanto o disco mantém-se saudavel. Essa

absorcao lenta esta associada ao crescimento do
tecido.

Alguns cuidados que devem ser tomados para a obtencéo
de melhores resultados sdo enumerados a seguir
(TURNER, 1981):

A umidade deve ser cuidadosamente removida dos
discos antes da determinacédo da massa fresca e massa
saturada, com auxilio de papel de filtro;

Lamina afiada deve ser usada na amostragem para
minimizar os erros provenientes da infiltracdo de agua
nos discos;

Os discos devem ser imergidos em agua destilada, em
placa de Petri coberta, sob condi¢des de temperatura
ambiente constante;

Os discos devem ser imergidos sob luz com intensida-
de préximo do ponto de compensagao (—10 pE m? s?)
para prevenir a perda de massa seca, devido a respira-
¢do, ou ganho, devido a fotossintese;

Ao final da imersao dos tecidos em agua, a superficie
deve ser totalmente seca com o auxilio de papel filtro,
sob condi¢bes padrbes de temperatura e pressao.

Cuidados devem ser tomados para garantir a ndo remogéao
da agua das células. As condi¢cGes devem ser avaliadas
antecipadamente, mediante a conducao de ensaios para as
espécies individuais. A secagem da superficie dos tecidos
deve ser feita o mais rapido possivel, preferivelmente em
uma camara Umida, pois a experiéncia tem mostrado que a
manipulagdo dos tecidos fora da camara Umida tem
conduzido a uma subestimativa da massa tirgida e uma
superestimativa do teor relativo de agua.

Potencial da Agua na Planta

O potencial da agua na célula, tecido ou 6rgao pode ser
descrito pela seguinte equacéo:

e R A A 4 6),
P 9

em que ¥  é o potencial total de agua de um sistema, ¥
€ o potencial osmético, ¥ € o potencial matrico, ‘Pp éo
potencial de presséo, e Y, 0 potencial gravitacional
(BOYER, 1967a; TURNER, 1981). O componente
gravitacional é de apenas 0,01 MPa m e pode ser
desconsiderado em tecidos cortados e em plantas de
baixo porte. Assim, o potencial de agua em um sistema é
afetado somente pelos efeitos osmoéticos, matricos e do
turgor das células (BOYER, 1967a; KRAMER, 1974;
TURNER, 1981), portanto a equagao 6 pode ser
simplificada para:

Y=+ P @)
P



Em um sistema em equilibrio hidrico, o potencial total de
agua é similar em todo o sistema: na parede celular, no
citoplasma, nos vacuolos, etc., contudo os componen-
tes do potencial total de agua podem ser bastante
diferentes. No citoplasma, é devido aos efeitos
osmoéticos, matricos e de turgor (equagdo 7), no
vacuolo, deve-se principalmente aos efeitos osmaéticos e
de turgor (equacédo 8) e na parede celular, deve-se
principalmente aos efeitos matricos e, em menor propor-
cao, aos efeitos osmoéticos (equacao 9) (TURNER,
1981).

¥, = ®)
Y, =Y+ )

O potencial hidrico total pode ser medido com o auxilio
de psicrometros, entretanto, é usada rotineiramente a
camara de pressdo na sua determinacdo. Sua ampla
adocdo, desde sua redescoberta por Scholander et al.
(1965), deve-se ao seu facil uso, rapidez de
operacionalizacdo, confiabilidade dos dados e ao fato de
nao requerer controle de temperatura.

Nessa técnica, a folha ou qualquer parte da planta é
secionada e colocada na camara de pressdo com a extremi-
dade secionada, peciolo ou ramo, voltada para fora da
camara, através de uma borracha usada para vedar a
camara de pressao (Fig. 1). A pressdo na camara €
gradualmente aumentada por uma fonte de gas comprimi-
do, por exemplo, um cilindro de ar comprimido ou nitrogé-
nio em alta pressao, visto sob a mesa da camara de
pressao (Fig. 1), até o aparecimento da seiva na superficie.
Nesse ponto, a pressao é suficiente para forgar a agua das
células a se mover para dentro dos vasos do xilema e dai
para fora da amostra através da superficie cortada. A
pressdo dentro da camara é anotada, liberada e a amostra é
removida.

Fig. 1. Avaliacdo do potencial de 4gua na folha com a camara
de pressdo Scholander e ponto de leitura na parte superior da
figura, lado esquerdo.
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A observacao da seiva na extremidade cortada pode ser
efetuada com o auxilio de microscépio, lentes manuais ou
mesmo a olho nu. O microscépio oferece mais protegao
aos olhos, em caso de acidentes provenientes de explo-
sGes com a manipulagdo do gas em alta pressdo, porém,
na maioria das vezes, usa-se as lentes manuais pela
praticabilidade.

A camara de pressdo tem sido referida como analoga a
membrana de pressdo usada nas analises fisicas do solo,
portanto a camara de pressdao mede o potencial matrico da
agua no apoplasto ou na parede celular (PASSIOURA,
1980). O potencial matrico do apoplasto sera similar ao
potencial total das células das folhas, considerando-se o
potencial osmoético do apoplasto préximo de zero e o
sistema em equilibrio.

Durante a transpiracdo, pode ocorrer desequilibrio hidrico
entre apoplasto e simplasto, se existir alta resisténcia ao
fluxo de agua entre ambos. A heterogeneidade do potenci-
al da agua entre as organelas das células desaparece
totalmente entre a coleta da amostra e a avaliacdo na
camara de pressao.

Tem-se observado também aceitavel correlagdo entre as
medidas observadas com o método da camara de
pressdo e o de referéncia (método psicrométrico), o que
garante a confiabilidade do uso desse equipamento
(RITCHIE; HINCKLEY, 1975). A incoeréncia de resulta-
dos tem sido atribuida a adogdo de conduta ndo adequa-
da na conducgdo da metodologia (TURNER; LONG,
1980).

Sugere-se 0s seguintes cuidados na determinagcédo do
potencial da 4gua na planta, com a adogdo da camara de
pressédo (TURNER, 1981):

Prevenir perda de agua entre a amostragem e a
leitura dos dados na camara de pressdo. Recomen-
da-se o acondicionamento da amostra em saco
plastico imediatamente apds a amostragem
(TURNER; LONG, 1980) e, se possivel, manté-la
acondicionada durante a leitura. Perdas de 4gua nos
primeiros 10 a 30 s podem reduzir o potencial da
agua em — 0,2 a — 0,7 MPa em folhas com intensa
transpiracdo, entretanto, o erro pode ser
inexpressivo em folhas com estématos fechados
devido a baixa intensidade luminosa ou desidrata-
cao;

Umedecer o gas aplicado na camara de pressao ou
aplicar papel filtro umedecido nas suas paredes inter-
nas, para prevenir a perda de agua na camara (SLAVIK,
1974). O cuidado é desnecessario com o envolvimento
da amostra com saco plastico (TURNER; LONG,
1980);
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Fazer apenas um secionamento na amostragem do
peciolo ou ramo;

Deixar o minimo necessario de comprimento da
amostra fora da camara para efetuar a leitura;

Aplicar pressdo na camara lentamente (TYREE et al.,
1978). Aplicacdes rapidas induzem a superestimativa
dos dados. Para estudos em que erros de 0,005 a 0,1
MPa sdo aceitaveis, é recomendada a taxa de pressao
de 0,025 MPa s*;

Prevenir contra vazamento de gas, principalmente se as
folhas ndo sdo envolvidas com saco plastico. O
vazamento de gas diminui o potencial da agua e
introduz erro adicional na aplicacéo rapida de gas.

O gés pode passar através dos espacos intercelulares e
escapar a partir da superficie secionada da amostra.
Esse gas pode transportar a &gua que encontra-se fora
do xilema para fora do tecido avaliado, através da
superficie secionada do peciolo ou ramo avaliado,
dando uma falsa idéia do ponto de leitura. Secar a
superficie de observagdo com um papel filtro durante a
pressurizagdo da camara pode auxiliar na identificagao
do ponto de leitura. Na ddvida, uma
superpressurizagdo de 0,1 ou 0,02 MPa, na maioria
das espécies, causa uma superexsudacgao se o ponto
de leitura tiver sido alcangado, caso contrario, pouca
exsudacao é observada.

Ao se considerar que as leituras na camara de pressao
representam o potencial da agua nos tecidos intactos, tem-
se que assumir duas condi¢des (BOYER, 1967b): (1) o
potencial da &gua no xilema e nas células foliares deve
estar em equilibrio durante as determinacgoes, e (2) a agua
mantém na amostra 0 mesmo arranjamento espacial
verificado no tecido intacto.

Tem-se observado que o potencial da agua na planta
varia com o potencial da dgua no solo durante todo o
ciclo de desenvolvimento da planta, porém com intensi-
dade diferenciada. O potencial da 4gua nas folhas da soja
foi um pouco mais responsivo durante a formacgao de
vagens, comparativamente ao periodo vegetativo. Outros
fatores além da agua, como a temperatura do solo, podem
afetar essa relacéo.

A posicao da folha no dossel da planta é outro fator que
afeta o potencial da agua na folha. As folhas mais altas
apresentam potencial da agua mais baixo que as folhas
mais baixas. Durante o periodo da manha, um intenso
gradiente de potencial da 4gua nas folhas se desenvolve
de baixo para cima nas plantas em condi¢6es normais. No
periodo da tarde, esse gradiente desaparece com o aumen-
to da resisténcia difusiva estomatica. Apos a reidratacao,
ocorre a recuperacao do potencial da agua a um nivel
inferior de potencial de &gua. Em tecidos estressados
severamente, a falha de recuperacéo dos potenciais

hidricos anteriores é mais severa que nagueles moderada-
mente estressados.

O potencial de agua é usado para discriminar genétipos
para tolerancia a seca. Guimaraes et al. (2006) observa-
ram total recuperacéo do potencial da 4gua nas folhas de
feijdo no amanhecer, tanto nas cultivares tolerantes
quanto nas susceptiveis a seca, entretanto, as suscepti-
veis apresentaram menores potenciais da agua ao meio-
dia e se recuperaram menos que as tolerantes a seca, ao
entardecer (Fig. 2).
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Fig. 2. Variacdo diurna do potencial da agua nas folhas em
gendtipos de feijdo mais tolerante (Carioca) e menos tolerante
a seca (RAB 96).

Resisténcia Difusiva Estomatica

A principal rota para a troca gasosa entre planta e atmosfe-
ra ocorre através dos estdmatos. Variagdo na abertura
desses afeta a taxa transpirativa e, portanto, o balanco de
energia das plantas individuais ou de toda a comunidade.
Essa variacdo afeta também a taxa fotossintética liquida,
por comprometer a troca de CO,,.

A resposta dos estdmatos ao défice hidrico é conhecida ha
varios anos e varios métodos tém sido usados para medir
0 seu comportamento. Foram usados a observacéo direta
através de microscopios, a permeabilidade diferencial de
fluidos com diferentes viscosidades nas folhas e
porémetros para medir o fluxo de ar através das folhas
(KLAR, 1984).

Kramer (1969) sugeriu o uso da resisténcia difusiva
estomatica, avaliada com porémetros, por ser mais simples
e direto. Ela é avaliada através do acoplamento da camara,
equipada com sensor, na folha (Fig. 3). Mede-se a resis-
téncia difusiva estomatica tanto da superficie adaxial como



da abaxial. Usa-se as folhas maduras e com boa exposi¢éo
solar. A resisténcia difusiva estomatica pode ser avaliada
através de quatro métodos:

)
U

Leaf Porometer

Fig.3. Avaliacdo de resisténcia difusiva estomatica com
pordmetro.

Fluxo de massa

Nesse método, o ar é forcado a passar através da
folha. A resisténcia difusiva foliar depende da
permeabilidade das faces adaxial e abaxial e da
resisténcia do mesoéfilo, que é relativamente muito
pequena (KLAR, 1984).

Difuséo de vapor

Ar seco é bombeado para dentro de uma camara, que é
equipada com um dispositivo sensivel a oscilagdo de
umidade dentro dela. Quanto maior a taxa de
transpiracdo, menor o tempo demandado para alterar a
umidade do meio, por conseguinte do sensor, que é
registrado através de uma corrente elétrica.

Manutencéo de fluxo

Um fluxo de ar seco é direcionado para uma camara de
tal maneira que a umidade da camara é mantida constan-
te. O fluxo sera tanto mais intenso quanto maior a
transpiragdo. A alteracdo do fluxo é medida para calcular
a resisténcia difusiva.

Estado de equilibrio

Monitora o tempo demandado para a ocorréncia do
equilibrio mediante a aplicagdo de um fluxo de ar seco
na camara acoplada na folha.

A resisténcia difusiva estomatica é bastante usada na
discriminacdo de gendtipos para tolerancia a seca.
Guimaraes et al. (2006) observaram que a resisténcia
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difusiva foliar (R,) néo diferiu entre os gendtipos avalia-
dos durante as primeiras horas da manhd, entretanto, no
periodo da tarde, o genétipo susceptivel a seca, RAB 96,
apresentou R _mais alto que o gendtipo mais tolerante,
Carioca (Fig. 4).
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Fig. 4. Variagdo diurna da resisténcia difusiva estomética de
gendtipos de feijoeiro mais tolerante (Carioca) e menos
tolerante a seca (RAB 96).

A resisténcia difusiva é influenciada por outros fatores
além das condicdes hidricas das plantas. Ela é influencia-
da pelo estadio de maturagao e posicionamento da folha
no dossel da plantas, pela fase de crescimento da planta
e ciclo de deficiéncia hidrica a que a planta foi submetida.
Por exemplo, no periodo da manha, as folhas superiores
do dossel de soja apresentam menor resisténcia difusiva,
enguanto no periodo da tarde, as folhas intermediarias
sdo aquelas com menores resisténcias difusivas
estomaticas (TEARE; KANEMASU, 1972). A resisténcia
difusiva estomatica da parte superior do dossel do sorgo
se mantém sempre mais baixa que a das folhas intermedi-
arias, indicando que seus estdmatos fecham e conservam
agua, enquanto os estdmatos das folhas superiores se
mantém abertos, viabilizando a realizagado da fotossintese
(TEARE; KANEMASU, 1972), o que, certamente, explica
a maior eficiéncia produtiva do sorgo comparativamente a
soja.

A resisténcia difusiva estomética aumenta com
evapotranspiracdo potencial, mesmo em ambiente irrigado
adequadamente. Os valores mais altos sdo observados
quando, além da alta demanda atmosférica por agua,
ocorre deficiéncia da agua no solo.

Temperatura Foliar

A deficiéncia hidrica causa fechamento parcial dos
estdbmatos, o que, em consequiéncia, reduz a transpiragao e
causa aumento da temperatura das folhas, quando expos-
tas a radiacdo solar. O efeito se deve a absorgao de calor
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do meio pelo processo de transformagao da agua do
estado liquido para o gasoso, que sera tanto maior quanto
maior a transpiracao.

Hirayama et al. (2006) verificaram que a temperatura foliar
era altamente correlacionada com a taxa de transpiracdo e
de fotossintese. Zhang et al. (2007) acrescentaram que 0
maior diferencial de temperatura do dossel entre tratamento
estressado e ndo estressado hidricamente ocorreu as
13:00. Su e Yang (1998) observaram que durante o
perfilhamento e formacgao das paniculas ocorre menor
variabilidade das leituras entre as plantas que durante a
maturagdo fisiolégica. Segundo Blum (1988) e Lafitte et
al. (2003), o uso da técnica de medicdo da temperatura do
dossel para selecionar as plantas com melhor estado
hidrico, se conduzida adequadamente ao lado de outras
avaliagOes, constitui-se numa ferramenta Gtil na
fenotipagem para resisténcia a seca, pois é rapida, nao
destrutiva, ndo demanda tecidos ou movimentacao intensa
dentro da parcelas.

Ela pode ser avaliada diretamente com o auxilio de um
termdémetro de infravermelho (Fig. 5). Muitos desses
termdmetros sdo equipados com mira a laser, que deve ser
direcionada para o centro da observacdo. Cuidados devem
ser tomados para evitar a interferéncia externa sobre as
leituras, portanto, recomenda-se aproximar a objetiva do
ponto a ser focado. A temperatura foliar é influenciada por
todos aqueles fatores que afetam as condic¢des hidricas da
planta.

‘!

Fig. 5. Avaliagdo da temperatura das folhas com o termdémetro
de infravermelho.

A temperatura das folhas relaciona-se intensamente com
o0 comportamento dos componentes agrondmicos mais
responsivos ao comportamento hidrico da planta. E
observada relacéo positiva entre a temperatura das folhas
e a esterilidade das espiguetas (Fig. 6) e negativa com a
produtividade (Fig. 7), e essa relagdo é diferente entre as
linhas interespecificas e nao interespecificas de arroz. As

linhas interespecificas apresentaram uma reducao de
produtividade de 475 kg/°C e as nao interespecificas de
645 kg/°C. Garraty e O’Toole (1995) observaram
resultados similares.
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Fig. 6. Relacdo entre a esterilidade de espiguetas de linhas
interespecificas (inter) e ndo interespecificas (fi inter) sob
deficiéncia hidrica com a temperatura das folhas.
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Fig. 7. Relacdo entre a produtividade de linhas interespecificas

(inter) e ndo interespecificas (fi inter) sob deficiéncia hidrica
com a temperatura das folhas.

Verificou-se também, que na comparagdo da temperatura
das folhas entre linhas F, da variedade de arroz de terras
altas Kantomochi 168, com alta tolerancia a seca, e da
variedade Norinmochi 4, com média tolerancia a seca, as
da primeira apresentaram temperatura mais baixas que as
da Norinmochi 4. Tendéncia similar foi observada na
geragdo F_ no ano seguinte. Observou-se correlagdo
significativa (r = 0,812**) entre F, e F_. Essa caracteris-
tica apresentou alta herdabilidade, portanto, é considera-



da um indicador promissor para estimar a tolerancia a
seca em linhas de arroz de terras altas (HIRAYAMA et al.,
2006).

Conclusodes

As condigdes hidricas nos tecidos das plantas podem ser
avaliadas tanto pelo teor como pela energia livre da agua e
podem ser inferidas por métodos indiretos. O teor de agua
pode ser expresso com base na massa seca ou massa
fresca. Entretanto, como as massa seca e fresca podem
variar ao longo do tempo, dia ou fase de desenvolvimento
da planta, ndo sédo as mais adequadas para expressar esse
teor. A alternativa é expressar o teor de agua com base na
massa targida, e nessa base ele é referido como teor
relativo de dgua ou défice de saturagao.

O armazenamento de agua na planta é regido por fenéme-
nos de interagdo da agua com a planta. Nas paredes
celulares, a agua é retida pelas fibrilas de celulose e pelos
materiais pécticos, de tal forma que as forgas de
capilaridade e de adsorsdo podem ser consideraveis. No
protoplasma, por ser rico em proteinas, lipidios, aguUcares,
etc., o fluxo de agua é comandado principalmente pelo
potencial osmatico, que atua na penetragdo espontanea da
agua para dentro das células. A resisténcia fisica da
parede celular da origem a turgidez das células e, portanto,
ao potencial de pressdo. Assim, as condi¢des hidricas nos
tecidos das plantas podem ser melhor avaliadas pelo
potencial total de 4gua na planta, que mede o teor de
energia livre da agua. Para tanto, podem ser usados
psicrometros e camaras de pressdo. Outra maneira de
inferir as condic¢es hidricas da planta é por meio da
medicao da resisténcia difusiva estomatica, que normal-
mente é feita com o auxilio de porémetros.

A temperatura das folhas € um dos métodos indiretos
usados para inferir as condi¢des hidricas da planta. O
efeito se deve a absorgao de calor do meio pelo proces-
so de transformacdo da dgua do estado liquido ao
gasoso, que serad tanto maior quanto maior a
transpiracao.
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