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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi identificar a relacdo entre a
salinidade e parédmetros de cinética fluorescéncia das clorofilas em
duas cultivares de feijdo: Expedito e Carioca. As plantas foram
cultivadas em vasos com areia e solugdo nutritiva de Hoagland. Aos
30 dias apés a germinagéo realizou-se a aplicagdo de solugbes de
NaCl nas concentragbes de 0, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mmol L,
repetidas semanalmente. Aos 15 dias da aplicagdo do sal foram
realizadas coletas de material para andlise. Avaliou-se a relagéo
Fv/Fu, Fo/Fu, qP, gN, NPQ e ®2. As relagbes F./Fn;, FoJ/Fn € FJ/F,
mostraram efeito significativo apenas para a varidvel concentragao de
sal, independente da cultivar. Os coeficientes ndo fotoquimicos gN e
NPQ foram maiores para a cultivar Expedito, podendo indicar que esta
cultivar apresenta uma maior dissipagdo da energia luminosa
absorvida na forma de energia térmica.
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ABSTRACT

This work aimed to identify the relationship between salinity and
chlorophylls fluorescence parameters in two cultivates of beans:
Expedito and Carioca. The plants were cultivated in pots with sand and
Hoagland nutritious solution. Thirty days after germination, solutions of
NaCl (0, 25, 50, 75, 100, 150 and 200 mmol L) were weekly applied.
Fifteen days after NaCl application the plant material was sampled for
analysis. The relationship F\/Fm, Fo/Fm, qP, qN, NPQ and ®2 was
evaluated. The relationships F./Fn, F/Fn and F,/F, showed significant
effect only for salt concentration, independent of cultivate. The cultivar
Expedito showed the highest non photochemical coefficients gN and
NPQ. This response could indicate that this cultivar presents a bigger
dissipation of the luminous energy absorbed in the thermal energy
form.

Key words: chlorophyll, photosynthesis, growth, bean.
INTRODUCAO

O estresse salino é fator que limita o crescimento e a
produtividade das culturas. Os mecanismos de tolerancia a
salinidade ainda ndo estdo bem elucidados, pelo fato deste
fendbmeno ser extremamente complexo, podendo envolver
alteragbes morfoloégicas e de desenvolvimento, bem como
processos fisiolégicos e bioquimicos (NETO, 2005).

Uma elevada salinidade da agua de irrigagdo ou do solo
pode provocar problemas de fitotoxicidade e redugdo da
absor¢cdo de alguns nutrientes. As modificagbes no
metabolismo, induzidas pela salinidade, sdo conseqiiéncias de
varias respostas fisioldgicas da planta, dentre as quais se
destacam as modificagbes em balango i6nico, comportamento
estomatico e eficiéncia fotossintética. A redugdo da

fotossintese em fungdo da salinidade decorre de fechamento
estomatico e de inibicdo na atividade de fixacdo do carbono
fotossintético (HEUER, 1997).

O estresse salino causa efeito complexo sobre o
metabolismo, resultando em toxicidade i6nica, déficit hidrico e
desequilibrio nutricional (WERNER & FINKELSTEIN, 1995).
Essa provavel agdo fitotéxica do NaCl é, em parte, causada
por desequilibrio de aquisicdo de nutrientes pelas raizes.
Embora as respostas fisiolégicas das plantas ao estresse
salino tenham sido exaustivamente estudadas, o estresse
salino sobre raizes é pouco conhecido (HALPERIN & LYNCH,
2003).

Os efeitos indiretos da salinidade ocorrem devido a
concentragao elevada de sédio ou outros cations na solugéo,
que interferem nas condigbes fisicas do solo ou na
disponibilidade de outros elementos, afetando o indiretamente
o desenvolvimento das plantas. Em muitos casos a
concentragcdo de sais ndo atinge niveis osmoticos ou téxicos
capazes de prejudicar a absor¢do de agua pelas plantas, no
entanto, a concentracdo de ions diversos pode provocar
interferéncias indiretas e ser um obstaculo a boa absorgao de
elementos essenciais e, consequentemente, ao
desenvolvimento de um processo metabdlico normal
(MEDEIROS & GHEYI, 1997).

Fatores genéticos e ambientais como temperatura,
salinidade, radiagdo, seca, fertilidade e textura do solo entre
outros, afetam o crescimento das plantas e os seus efeitos
tém sido pesquisados usando medigbes da eficiéncia maxima
do fotossistema Il (FSIl) estimada através da razéo entre a
fluorescéncia variavel e a maxima (F./Fn) (HAVAUX et al.,
1988). Essa relacado F,/Fn, expressa o rendimento quantico dos
processos fotoquimicos desse fotossistema (LAZAK, 1999), ou
seja, a eficiéncia relativa da captura de energia luminosa pelo
FSII (PEREIRA, 2001).

A fotossintese ocupa uma posigao central na biossintese
de plantas fornecendo uma ligagdo entre o metabolismo
interno da planta e o ambiente externo. Parte da energia
luminosa absorvida pelos pigmentos cloroplastidicos da folha
durante a fotossintese é emitida como fluorescéncia (GLYNN
et al., 2003).

O uso de parametros de fluorescéncia tem sido difundido
principalmente no estudo de fotossintese por ser um método
que, além de ndo destrutivo, permite analise qualitativa e
quantitativa da absor¢cdo e aproveitamento da energia
luminosa através do fotossistema |l e possiveis relagbes com
a capacidade fotossintética (KRAUSE & WEIS, 1991;
ALLAHVERDIEV et al., 1998; MOUGET & TREMBLIN, 2002;
NETTO et al., 2005). Esta técnica tem permitido um aumento
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no conhecimento dos processos fotoquimicos e néo
fotoquimicos que ocorrem na membrana dos tilacéides dos
cloroplastos (ROHACEK, 2002), além de possibilitar o estudo
de caracteristicas relacionadas a capacidade de absorgéo e
transferéncia da energia luminosa na cadeia de transporte de
elétrons, sendo possivel também estudos das mudancas
conformacionais dos tilacdides (KRAUSE & WEIS, 1991).

A avaliagao durante todo o ciclo de desenvolvimento das
plantas possibilita informagées mais precisas, tais como
variagdes nos parametros de fluorescéncia com as mudancgas
nos estadios de desenvolvimento das plantas (BACARIN &
MOSQUIN, 2002). Mudangas no rendimento de fluorescéncia
resultam de variagbes nas taxas de conversdo da energia
fotoquimica e ndo fotoquimica dissipada (MOUGET &
TREMBLIN, 2002).

O uso dos parametros de fluorescéncia permite avaliar o
efeito de varios tipos de estresses sobre a fotossintese, entre
eles a salinidade, que reduz a taxa fotossintética e o
transporte de elétrons, disturbios dirigidos pela luz via emisséo
de calor ou fluorescéncia. Ha varios parametros de
fluorescéncia in vivo, que podem ser aplicados para detectar
danos ao aparato fotossintético. A relagdo inversa entre a
fluorescéncia das clorofilas in vivo e a atividade fotossintética
pode ser usada para detectar efeitos na atividade
fotossintética potencial de folhas e de estresses sobre plantas
(ALLAHVERDIEV et al., 1998). O declinio na produtividade
observado em muitas plantas submetidas a excessiva
salinidade é frequentemente associado com um decréscimo
na sua capacidade fotossintética (LU & VONSHAK, 1999).

Fluorescéncia das clorofilas € um método usado para
avaliar a salinidade, seca, calor e poluicdo em plantas (WEST,
1986) e tem provado ser Uutil na selegdo genética de tolerancia
a salinidade (BELKHODJA et al., 1994; JIMENEZ et al., 1997).
PERCIVAL & FRASER (2001) e GLYNN et al. (2003) usaram
fluorescéncia das clorofilas como uma ferramenta para
diagnosticar a identificagéo de plantas tolerantes ao sal.

O objetivo deste trabalho foi identificar a relagdo entre a
salinidade e pardmetros de cinética da fluorescéncia das
clorofilas em duas cultivares de feijao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na casa de vegetagdo do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia da UFPel.
Foram colocadas 10 sementes de feijoeiro das variedades
Carioca e Expedito para germinar, em cada vaso plastico,
contendo 5 Kg de areia lavada. As plantas foram regadas com
solugdo nutritiva de Hoagland modificada (TAIZ & ZEIGER,
2004), durante todo o ciclo, em dias alternados, sendo que 30
dias depois da germinagéo iniciou-se a aplicagao de solugdes
de NaCl nas concentragbes de 0, 25, 50, 75, 100, 150 e 200
mmol L. Para eliminar o excesso de sal, os vasos eram,
semanalmente, irrigados exaustivamente (até percolagéo da
agua) e as solugbes salinas aplicadas novamente. Quinze
dias apods a aplicagdo do sal foram realizadas as coletas e
determinados os parametros de fluorescéncia.

A cinética de indugdo de fluorescéncia das clorofilas
seguiu o modelo descrito por ROHACEK (2002), que consiste
na manutengdo das folhas no escuro por 15 minutos e
determinado os parametros do estado adaptado ao escuro
(EAE), ou seja, Fo (fluorescéncia inicial), Fm (fluorescéncia
maxima) e as relagbes F./Fm (produgdo quéntica maxima),
Fo/Fm (produgdo quéntica basal dos processos néo

fotoquimico no fotossistema Il) e F./F, (eficiéncia maxima do
processo fotoquimico no FSII).

Determinados os parametros em EAE, as folhas foram
submetidas a luz actinica por um periodo de 5 minutos para as
determinagdes dos pardmetros do estado adaptado a luz
(EAL), os quais permitiram a obtencdo das relagdes: gN
(coeficiente de extingdo nao fotoquimico), P (coeficiente de
extincdo fotoquimico ou conservagao de energia fotoquimica),
NPQ (indicativo do excesso de dissipagdo de energia radiante
na forma de calor no FSIl) e @, (produgdo quantica
fotoquimica efetiva do FSIl em estado adaptado a luz). Todas
as determinagbes foram realizadas com folhas nao
destacadas, utilizando-se fluorbmetro modulado (FMS 2,
Hansatech, King’'s Lynn, UK).

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado,
no esquema fatorial 2 x 7, sendo dois genodtipos e sete
concentragbes de sal, com trés repetigbes por tratamento,
sendo considerado como unidade experimental um vaso
contendo 10 plantas, sendo que a leitura foi feita na primeira
folha trifoliolada completa de uma das plantas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O estado adaptado ao escuro é uma situagdo em que a
folha encontra-se fotoquimicamente inativa, ou seja, onde
todos os processos de transporte de elétrons na membrana do
tilacoide estdo desativados, resultando em um gradiente
transtilacoidal minimo e baixissimas concentragdes de NADPH
e ATP, permitindo desta forma obtencdo de valores de
eficiéncia maxima para os processos fotoquimicos da
fotossintese (ROHACEK & BARTAK, 1999). Qualquer
alteragéo de F, (fluorescéncia inicial) para Fn, (fluorescéncia
maxima) é uma situagdo em que o aceptor Qa fica reduzido
porque a taxa da concorrente re-oxidacdo de Qa pelo pool de
plastoquinona é menor do que a taxa de reducdo de Qa.
Assim, estudos de fluorescéncia em estado adaptado ao
escuro permitem a identificagdo da eficiéncia maxima de
aproveitamento da energia luminosa. No presente trabalho,
obtidos os parametros de F, e F, em EAE, optou-se por
discutir apenas as relagdes F./Fm; Fo/Fm € Fu/F,, visto que as
mesmas sdo as mais representativas do estado fotoquimico
das folhas ou mesmo indicadores de estresses.

Essas relagbes mostraram efeito significativo apenas
para a variavel concentragao de sal, independente da cultivar.
Para estas trés variaveis analisadas observou-se um ajuste
quadratico significativo em fungéo da dose de NaCl (Figura 1).

Na Figura 1A observa-se um aumento em F,/F, até a
dose de 100 mmol L™ (0,826), com uma queda atingindo
valores ajustados de 0,806 para a dose de 200 mmol L,
valores estes similares aos encontrados para o tratamento em
que nao foi aplicado NaCl (0,806). Tais resultados podem
indicar um aumento na eficiéncia fotoquimica do FSIl quando
doses crescentes até 100 mmol L™ de NaCl sao aplicadas a
estes dois gendtipos de feijao estudados.

Estes resultados sao similares aos encontrados por
BJORKMAN & DEMMIG (1987), que avaliaram a relagéo Fy/Fn,
em diferentes espécies e ambientes e encontraram um valor
médio de 0,830, porém acima dos relatados por LI et al. (2004)
que estudaram a relagdo F./Fn para 99 espécies nativas da
regido da Mongdlia, que apresentam habitats diferentes e
citam que os valores variaram de 0,57 a 0,79, com média
0,76, mas alterando-se em fungdo do tipo de planta,
mecanismo fisiolégico e local de crescimento apresentando
para plantas C3 um valor médio de 0,72.
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Figura 1 - Relagdes F./Fu (A), Fo/Fm (B) € Fu/Fo (C) para plantas de feijao, cultivar carioca e expedito, em fungéo da concentragcao
de NaCl aplicada. Circulos fechados indicam valores determinados (originais).

Tal fato se repetiu quando se analisou o paradmetro Fo/Fm
(Figura 1B), que indica a produgdo quantica basal do processo
nao-fotoquimico no FSII, apresentando como componentes
implicitos: a) a produgdo quantica minima no estado adaptado
ao escuro (DAS) (®r,); € b) a producdo quantica de dissipacédo
térmica dentro do FSIl em DAS (®p,) desta forma Fo/Fm = ®r,

+ ®p, (ROHACEK & BARTAK, 1999). Varios autores
preconizam a utilizagdo do aumento desta relagdo como
indicativo de estresse, sugerindo valores normais, ou seja,
valores preconizados como padrdo, entre 0,14 e 0,20
(ROHACEK, 2002). Para o presente experimento identificou-
se que todos os valores encontravam-se na faixa preconizada.
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Alguns autores utilizam a relagéo F./F,, como indicador
da eficiéncia maxima do processo fotoquimico no FSII e/ou da
atividade fotossintética potencial (razdo maxima de produgéo
quantica dos processos concorrentes fotoquimicos e néo-
fotoquimicos no FSII) apresentando valores entre 4 e 6, tendo
como média 4,96 quando se utiliza F./F, = 0,832, indicando
valores normais F, =5 F,. No Presente estudo verificou-se que
quando se aplicou 80 mmol L™ de NaCl foi obtido o maior valor
(4,578) (Figura 1C), sendo que apenas em dose superior a
180 mmol L™ apresentou valores inferiores aos preconizados
como normais, indicando possiveis efeitos sobre a eficiéncia
maxima do processo fotoquimico.

GLYNN et al. (2003), trabalhando com gendtipos de
Acer, indicaram que a resposta da fluorescéncia das clorofilas
ao aumento da salinidade foi, na maioria dos genétipos,
manifestada pela redugdo de F./F, e F.,/Fn. Alteragdes
semelhantes ocorrem em plantas lenhosas quando
submetidas a baixas temperaturas, calor, metais pesados e
excesso de agua. Segundo YAMANE et al. (2000), um
aumento em F, nos tecidos foliares de gendtipos de Acer (A.
capillipes, A. rubrum 'Scanlon’, A. palmatum ‘Dissectum’, A.
cappadocicum var. sinicum, e A. monspessulanum) esta
associado com dissociagdo de luz absorvida do complexo de
clorofila a/b do centro de reagao do FSII.

O atributo mais freqiientemente medido em pesquisas de
estresse é a relagdo F,/F, (relagdo entre a taxa de
fluorescéncia variavel e a maxima), mas isso nem sempre tem
sido confiavel como primeiro indicador de estresse salino.
Varios estudos demonstraram que F./Fy, ndo foi afetada pelo
sal (BRUGNOLI & LAUTERI, 1991; BRUGNOLI &
BJORKMAN, 1992), embora mudancas nessa relagéo
tornaram-se muito evidentes quando a salinidade foi
relacionada com um estresse por alta irradiancia e alta
temperatura (LARCHER et al., 1990).

O estresse salino sozinho tem pouco efeito sobre o FSII,
mas quando combinado com alta incidéncia luminosa, induz
danos (MISHRA et al., 1991, BELKHODJA et al., 1994). A
auséncia de mudangas na eficiéncia fotoquimica maxima do
FSIl (F\/Fm) sugere que o estresse salino ndo causa efeito
fotoquimico sobre o FSII de S. salsa. Os resultados néo
mostraram grandes diferengas no ®PSII, F,//Fy’, qP, assim
como NPQ entre o controle e os diferentes tratamentos, ndo
induzindo aumento na susceptibilidade do PSIl para
fotoinibicdo (LU et al., 2002).

Outro parametro da cinética de fluorescéncia é a
producdo quantica fotoquimica efetiva do FSIl (®;), obtida
quando as folhas estdo sendo iluminadas. Varias definicdes
para este parametro sdo propostas na literatura como:
producdo quantica atual do transporte de elétrons no FSII;
eficiéncia de transporte de elétrons do FSIl por quantum
absorvido pelo complexo FSIl; produgdo quantica da
conservacdo de energia fotoquimica no FSII; eficiéncia atual
de conservagdo de energia no FSII; eficiéncia quantica
fotoquimica do FSII; fragdo de fétons absorvidos na antena do
FSII utilizado em efeito fotoquimico no FSII; producédo quantica
fotoquimica efetiva do FSII (ROHACEK, 2002). Contudo este
parametro €& extremamente utii  porque representa
efetivamente a eficiéncia quantica das folhas, diferentemente
da relagdo F./Fn que indica a eficiéncia maxima em estado
adaptado ao escuro, sendo este Ultimo maior do que o
primeiro, visto que se admite a relagdo entre estes parametros
definida como: ®, = gP x (FJ/Fn). Atingido a valor de
fluorescéncia maxima, esta é diminuida (extinta), sendo esta
redugao relacionada com os coeficientes de extingdo: 1) néo-
fotoquimico (qN) que é originado: da criagdo do gradiente
transtilacoidal de pH; dos mecanismos regulatérios que evitam

uma utilizagao efetiva da energia de excitagéo; da fotoinibigao;
da dissipagao de energia ndo radiante em calor dentro dos
tilacoides; fosforilagdo do LHCII (Complexo de captagéo de luz
no fotossistema Il); e 2) fotoquimico (gP) atribuido ao uso de
energia de excitagdo para efeito fotoquimico - decorrentes da
separagédo de cargas no centro de reagédo do FSIl, que esta
ligado com a variagédo na eficiéncia da cadeia de transporte de
elétrons, estando nesta condigdo a folha em um estado
caracterizado pela continua sintese de ATP, NADPH e
concorrente fixagdo de CO,, (KRAUSE & WEIS, 1991;
BARBAGALLO et al. 2003). Segundo ROHACEK (2002), NPQ
indica o decréscimo de Fp, durante a adaptagdo da amostra a
luz actinia, demonstrando um indicador do excesso de
dissipacgao de energia radiante no complexo antena do FSII.

Para os parametros de fluorescéncia em estado
adaptado a luz (EAL) (Tabela 1) foram detectadas diferenca
significativa apenas para o efeito cultivar, assim pode-se inferir
que nas condigbes deste experimento a aplicagdo de sal ndo
afetou tais parametros.

Na Tabela 1 verifica-se que a produgdo quantica
fotoquimica efetiva do FSIl (®,) foi maior para a cultivar
Carioca, refletindo diferenca nos coeficientes fotoquimico e
ndo fotoquimico. O maior coeficiente ndo fotoquimico (gN e
NPQ) para a cultivar Expedito provavelmente indica que estas
plantas apresentaram uma maior dissipagdo da energia
luminosa absorvida na forma de energia térmica em
detrimento ao aproveitamento desta energia em efeito
fotoquimico, ou seja, produgdo de energia quimica na forma
de ATP e NADPH.

Tabela 1 - Parametros de fluorescéncia do estado adaptado a
luz, ®, (producdo quantica fotoquimica efetiva do
FSIl), gN (quenching-ndo fotoquimico), qP
(quenching-fotoquimico) e NPQ (indicativo do
excesso de dissipagdo de energia radiante na
forma de calor no FSIl) de plantas de feijao, das
cultivares Carioca e Expedito (Pelotas, UFPel,

2005).
Cultivar D, gN qgP NPQ
Carioca 0,711 a 0,189 b 0,942 a 0,169 b
Expedito 0,667 b 0,253 a 0,921b 0,259 a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Os efeitos da salinidade sobre as plantas tém sido muito
estudados nos ultimos anos, entretanto, os mecanismos de
toler&ncia a salinidade ainda ndo estdo bem elucidados. Por
esse motivo, € extremamente importante que se realizem
pesquisas com maior numero cultivares e com tempo de
aplicagdo maior, o que permitira maior expressdo dos
mecanismos de adaptagao das cultivares, para que se possa
avaliar detalhadamente os efeitos desse tipo de estresse
sobre as plantas.

CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que: a concentragéo de sal
apresentou efeito significativo sobre os parametros de
fluorescéncia em estado adaptado ao escuro. Os parametros
do estado adaptado a luz mostraram diferenga entre as
cultivares, sendo que a cultivar carioca apresentou um maior
aproveitamento da energia luminosa. O uso de parametros da
cinética de emissdo de fluorescéncia pode ser utilizado para
detectar danos causados por estresse salino.
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