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Apresentacao

Os estresses ambientais abidticos (hidrico, de temperatura, salino, luz,
etc), agindo isoladamente ou em conjunto, sdo responsaveis por
significativas reducdes na producio potencial das culturas agricolas. O
efeito final desses estreses geralmente s6 é avaliado no final do ciclo
produtivo com a contabilizagio da produgéo final. Faz-se necessério o
desenvolvimento de equipamentos e metodologias com os quais se possa
avaliar a ocorréncia e a intensidade desses estresses de forma répida,
pratica e precoce, visando adotar medidas mitigatérias. O estresse
luminoso que induz & fotoinibicdo é pouco abordado, principalmente em
fungio do desenvolvimento muito recente de equipamentos portateis e
mais acessiveis, bem como da disseminag¢&o ainda restrita do método de
avaliacao (fluorescéncia da clorofila).

Esta publicagdo visa contribuir para sanar essas lacunas, apresentando
uma metodologia simples para o treinamento de pesquisadores, técnicos e
estudantes no manuseio do equipamento e entendimento da base tedrica
da fotoinibig&o. ) '

Valdemicio Ferreira de Sousa
Chefe-Geral da Embrapa Meio-Norte
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Fotoinibicdo em espécies
vegetais lenhosas, induzida
por atrazina e avaliada por
meio da fluorescéncia da
clorofila

Eugénio Celso Emérito Aratijo

Introducao

A irradidncia solar é imprescindivel para a sobrevivéncia da planta em razao
de sua participacdo em vArios processos no crescimento e no
desenvolvimento. Essa exigéncia é qualitativa (por exemplo, na
fotomorfogénese) ou quantitativa (na conversdo da radiacédo solar entre 400
e 700 nm pela fotossintese). Entretanto, esse mesmo recurso nétural pode
ser danoso ao aparato fotossintético, dependendo de sua intensidade,
duracdo e do estado da planta diante de outros fatores de estresse
ambiental (BARBER; ANDERSSON, 1992; DEMMIG-ADAMS; ADAMS,
1996; MULLER; LI; NIYOGI, 2001; NIYOGY, 2000). As plantas estdo
submetidas a uma grande variagdo na magnitude da irradidncia incidente,
Flutuacdes temporais e espaciais podem condicionar irradiancia muito
reduzida ou em excesso, mesmo durante o curse de apenas um dia.
Ademais, no mesmo momento, um individuo pode estar sujeito a
intensidades contrastantes de irradiancia, como o interior e o exterior da
copa de uma arvore {STYRING; JEGERSCHOLD, 1994). Sob irradiancia )
excessiva, as plantas utilizam varios mecanismos para evitar danos, como
a reducéo da interceptacio da luz {reduzindo o angulo de incidéncia dos

* raios solares por movimentos foliares), a alteragdo da capacidade
fotossintética (aumentando a quantidade da enzima Rubisco e de
carregadores de elétrons entre os fotossistemas) ou a dissipagéo do
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excesso de energia por meio da fluorescéncia e calor. Entretanto, esses
mecanismos de alivio tém capacidade limitada. A ocorréncia de estresses
adicionais (por exemplo, hidrice ou térmico} reduz a eficiéncia da utililza_céo
da irradiancia disponivel e diminui a fotossintese liquida (NIYOGI, 2000). A
situacdo de inibigdo das reagbes fotoquimicas induzidas por excesso de
irradiancia recebe a denominagéo de “fotoinibigdo” (OSMOND, 1994). O
método de determinacdo da fluorescéncia da clorofila tem-se apresentado
como uma ferramenta adequada para estimar a fotoinibicao. A fluorescéncia
da clorofila informa a eficiéncia de trabalho do aparato fotoquimico,
estimando também qual a extenséo do dano causado pelo excesso de luz.

A andlise da fluorescéncia é realizada principalmente a partir do
fotossistema I, o qual sofre as principais injlrias durante o processo de
fotoinibicdo (MAXWELL; JOHNSON, 2000). A atrazina {2-cloro-4-gtilamino-6-
isopropilamino-s-triazina) € um herbicida do grupo das triazinas, que age por
meio da sua ligag@o ao sitio da plastoquinona na proteina D1 do centro de
reacdo do fotossistema Il, inibindo o transporte de elétrons entre’as
guinonas Qa e Qb {HELDT, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2004}. Assim, o fluxo de
elétrons até o fotossistema | é impedido, resultando em caréncia de poder
redutor (NADPH) e de energia (ATP) para o funcionamento do ciclo de Calvin
{responsavel pela assimilagdo do CO, na matriz do cloroplasto}. Sem esse
dreno fotequimico em funcionamento, a irradidncia excede muito a
capacidade de dissipacio pela via fotoquimica (producéio de NADPH e de
ATP). A acéo da atrazina e de outros herbicidas inibidores do fiuxe aciclico
de elétrons mimetiza de forma ampliada o efeito de varios estresses
ambientais {seca, calor, frio, etc.}, deprimindo a fotossintese, aumentando a
dissipacdo da energia radiante excessiva via fluorescéncia e reduzindo a
utilizacio da energia captada pelo sistema antena..Uma das conseqliéncias
do efeito da atrazina é a reducdo da razdo entre a flucrescéncia variavel (Fv)
e a fluorescéncia maxima (Fm), indicando a perda da eficiéncia do
fotossistema I! (diminuicdo dos valores de Fv/Fm). O valor de Fv é calculado
pelo valor de Fm menos o valor da fluorescéncia hasal (Fo}. A diminuicdo da
razdo Fv/Fm ocorre em conseqléncia de um aumentc proporcionalmente
maior do valor de Fo apds a aplicacéo da atrazina (como exemplo, os
valores de Fo nos resultados da Tabela 1 apés a aplicacdo de varias doses
de atrazina).
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Objetivo

O objetivo principal desta pratica € demonstrar, utilizando um
desacoplador do transporte eletrénico entre os fotossistemas Il e |
{atrazina), que a fluorescéncia da clorofila esta intimamente relacionada
aos processos de oxidacéo e reducéo durante a fotoquimica da
fotossintese.

Procedimento

a) Confeccionar dez etiquetas de marcacao de folhas em papel de 2,0 cm
x 1,0 cm, escritas a lapis e impermeabilizadas com fita adesiva tipo
“durex”, Atar a etiqueta a um cordao para fixac&@o. Das dez etiquetas,
duas devem ser rotuladas com a dose “0”, duas com a dose *5”, duas
com a dose “50", duas com a dose “200” e duas com a dose “250".

b) Preparar solucdes de atrazina nas concentracdes 5, 50, 200 e 250 g L
! {gramas de atrazina por litro de solucdo). Essas concentracées sdo bem
mais elevadas do que as recomendadas para plantas herbaceas. Utilizar
gualquer produto comercial a base de atrazina (Atranex, Atrazina Nortox,
Atrazinax, Gesaprim, Herbitrim, Siptran, Stauzina, etc.). Por exemplo, 0
produto Gesaprim apresenta concentracdo de 50 % m/v {500 g L).
Preparar 200 mL de cada concentragdo em um béquer de 250 mL (utilizar
luvas e avental}. Se for utilizar uma planta herbacea (o feijoeiro é
conveniente), siga a recomendacfo do rétule do produto para simular uma
dose elevada e dilua essa dose em 25 % para efeitos reduzidos. Plantas
herbaceas s&d suscetiveis a concentragdes menores de atrazina e a
solugdo podera ser aplicada diretamente no substrato de um vaso.

¢) Selecionar dez ramos de uma espécie lenhosa comum em jardim ou
pomar, por exemplo, Hibiscus rosa-sinensis (hibiscus), Mangifera indica
{mangueira), Malpighia punicifolia aceroleira), Coffea arabica |cafeeiro),
Bougainvillea glabra (primavera), Citrus limonia (limoeiro), situados a uma
altura méaxima de 1,60 m. As plantas devem estar irrigadas e bem nutridas.
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h) Com os dados coletados, preencher o quadro abaixo:

Parametros de fluorescéncia
Folha 1 Folha 2 Méadia
Fo | Fm [Fv/Fm] Fo | Fm [Fv/Fm!| Fo | Fm [Fv/Fm

Doses de
Atrazina (g L)

0 (controle)
5
50
200
250

i} O valor de Fv/Fm representa a eficiéncia quantica potencial do
fotossistema Il ou a capacidade que tem o fotossistema |l de capturar a
energia radiante e transferi-la para as reages fotoquimicas {formagé&o de
NADPH). Em condictes dtimas {sem a ocorréncia de fatores estressantes),
esse valor esta ao redor de 0,83. Valores muito menores indicam a
ocorréncia de fotoinibigao (IMAXWELL; JOHNSON, 2000). O controle {sem
atrazina) deve apresentar valor de Fv/Fm entre 0,83 e 0,70 dependendo da
hora exata da medicdo e das condicfies ambientes (que podem ser mais ou
menos estressantes, mesmo para o controle). A dose de 5 gL' ja deve
reduzir o valor de Fv/Fm em relagdo ao controle, indicando diminuigdo da
eficiéncia do fotossistema Il em razao do bloqueio do fluxo de elétrons pela
atrazina. A intensidade da foteinibicio deve aumentar proporcionalmente
com a dose de atrazina, pois quanto maior a quantidade de moléculas de
atrazina na solucdo utilizada, maior o nimero de moléculas de
plastoquinona (Qb) impedidas de ser reduzidas para dar seguimento ao
fluxo aciclico de elétrons entre os fotossistemas | e Il. Na Tabela 1, estdo os
valores tipicos para plantas lenhosas.
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Tabela 1. Valores tipicos {médias + desvio-padrio) dos parametros de
fluorescéncia da clorofila em folhas de espécies lenhosas apods cinco dias
da aplicacdo de diferentes doses de atrazina. Esses valores foram cobtidos
apds uma aplicagao de cada dose {duas folhas por espécie em cada dose,
totalizando 12 amostras por dose): Hibiscus rosa-sinensis (hibiscus),
Mangifera indica {(mangueira), Malpighia punicifolia (aceroleira), Coffea

ardbica (cafeeiro), Bougainvillea glabra (primavera) e Citrus limonia

(limoeiro}.
Dose de Par&@metro de fluorescéncia
atrazina (g L") Fo Fm Fv/Fm
0 (controle) 0,398+0,088 1,628+0,412 0,744 + 0,069
b 0,723+0,294 1,699+0,373 0,661+0,172
50 0,861+£0,212 1,454 +£0,567 0,439+0,110
200 0,805+0,199 1,525+0,394 0,465+0,116
250 0,861+ 0,138 1,604 +0,286

0,424 £0,080

P
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