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1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tempo de armazenamento das
amostras de folhas de Citrus sp. na quantificacdo dos diferentes niveis de estresse hidrico,
apos as mesmas terem sido removidas das plantas, visando analisar a possibilidade de se
fazer as medidas com a camara de pressdo (Scholander et al., 1964) na citricultura em
condicdes de laboratério, e ndo imediatamente ap6s a coleta das folhas. A amostragem
constituiu-se em dez plantas para cada nivel de estresse hidrico, com retirada de 5 folhas
por planta e por coleta. Foram observadas as variagcbes horarias dos valores nos
tratamentos, com intervalos medidos de 0; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24; 48, 72 e 120 horas, sendo
a primeira leitura as 6:00 horas do potencial total da 4gua da folha. A determinacdo do
potencial total da agua nas plantas (yr) foi feita no pré-amanhecer e correlacionou-se 0 ¢
com o intervalo de tempo em que a medida foi feita apos a coleta dessa amostra, resultando
nas seguintes observacgdes: a) com o passar do tempo de armazenamento das folhas citricas
ocorreu diminuicdo do potencial total da agua, tornando-se mais negativo; b) com o
aumento do nivel de estresse hidrico, existiu uma menor interferéncia do tempo de leitura
no potencial da dgua na folha para 0os menores niveis de estresse hidrico e c¢) o valor
maximo de armazenamento recomendado é de seis horas.

UNITERMOS: camara de pressdo, deficiéncia hidrica, irrigacdo

MELO, R. F. de; GRUBER, Y. B. G.; COELHO, R. D. EFFECT OF SAMPLE
STORAGE FOR DETERMINATION OF LEAF WATER POTENTIAL USING A
PRESSURE CHAMBER

2 ABSTRACT

This paper aimed to evaluate the storage time influence on the water potential of
leaves (WPL) removed from citrus trees, and kept under no light and at low temperature
conditions, prior to its determination using a Scholander’s chamber. Samples were taken
from 10 trees of each water stress level (treatments), by removing 5 leaves at once. The
variation of the water potential of leaves was observed for 2; 4; 6; 8; 10; 12; 24; 48, 72 and
120 hours after the initial measurement realized at 6:00 AM local time (predawn). The
Scholander’s chamber determinations were correlated with the initial readings (predawn),
resulting in the following observations: a) as storage time increased, there was a decrease
of total leaf water potential, which became more negative; b) with increase of water stress,
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there was a lower interference of storage time on leaf water potential; and c¢) under low
levels of water stress the recommended maximum value for storage time is 6 hours.

KEYWORDS: pressure chamber, water drought, irrigation

3 INTRODUCAO

Na agricultura, a disponibilidade hidrica é um dos fatores que condiciona a
produtividade e o sucesso de uma cultura. A importancia ecolédgica da agua esta associada
ao fato de que todos os processos fisiologicos das plantas sdo, direta ou indiretamente,
influenciados pelo suprimento hidrico (Kramer & Boyer, 1995). Sua importancia
fisiologica decorre das funcGes que ela desempenha na planta, como principal constituinte
dos tecidos; como solvente para nutrientes; como reagente em processos metabdlicos;
como mantenedora da turgescéncia e moderadora térmica dos tecidos (Angelocci, 2002).

Conforme Kramer (1988), as varias razdes para se avaliar o status da dgua na planta
podem ser sumarizadas em quatro categorias com diferentes interesses: a) determinar
quando irrigar (agricultores); b) selecionar populacdes de plantas resistentes a seca
(pesquisadores em melhoramento); c) estudar efeitos do estresse hidrico sobre o
desenvolvimento e a produtividade (agrénomos) e d) estudar efeitos do estresse hidrico
sobre processos fisiologicos e bioquimicos (fisiologistas e ecologistas).

O homem procura estimar as condic¢des hidricas das plantas desde que descobriu que
poderia aumentar a produtividade comercial com a técnica da irrigacdo. As mais antigas
observacbes cientificas relatadas sobre condi¢des hidricas nas plantas foram
provavelmente aquelas de Stephen Hales (Hales, 1727 citado por Baker, 2003). Hales
mediu a seiva ligando tubulagBes de vidro as extremidades cortadas de ramos e raizes, a
partir dos quais obteve observacGes suficientes para deduzir uma abundéancia de
informacdes sobre o fluxo da &gua nas plantas (Baker, 2003). Os métodos para
determinacdo do potencial total da 4gua na folha evoluiram a partir da década de 1940, e
podem ser classificados em trés grandes grupos, de acordo com o principio: a) de
compensac¢do na fase liquida; b) de equilibrio na fase de vapor e c) equilibrio de pressao
(cAmara de pressao), sendo este Gltimo método o de maior utilizacdo (Angelocci, 1994).
Nos dltimos 30 anos, muitas ferramentas tém sido desenvolvidas para medir o estado de
equilibrio termodindmico da agua nos tecidos vegetais (Boyer, 1995), mas estas ndo tém
sido amplamente utilizadas em todos os campos com sentido diagndstico ou como base
para se tomar decisdes de manejo (Baker, 2003).

A determinacgéo do potencial da agua na folha é uma medida até certo ponto facil de
ser obtida no campo de maneira rotineira, porém a interpretagdo e a precisdo dos dados €
ainda incerta (Angelocci, 2002).

As medicbes do potencial da dgua na folha requerem alguns cuidados, com a
finalidade de que todos os dados obtidos reflitam o verdadeiro estado hidrico da planta. No
caso do uso da camara de pressdo (Scholander et al., 1964), a pressurizacdo deve ser lenta
e deve-se evitar a perda de agua apos a coleta da folha, colocando-a em saco plastico.
Além disso, recomenda-se na literatura que o tempo entre a retirada da folha e a medicgéo
deve ser o menor possivel, porém ndo € disponivel na literatura consultada um estudo
especifico do tempo de armazenamento das amostras, uma vez que a técnica da cAmara de
pressdo foi originalmente prevista para medidas imediatas no ambiente de estudo e assim
tem sido feito. A determinacdo da pressdo de equilibrio, isto €, do momento na qual se
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visualiza o retorno da seiva na secdo reta de corte do peciolo €, por vezes, dificil de ser
feita e depende do tipo de planta, o que pode induzir a erros (Bennett, 1990).

Segundo Boyer (1995) quando o tempo de carregamento da cadmara € superior a 10
segundos, € recomendavel procedimentos que minimizem a perda de &gua, como o
envolvimento da folha com saco plastico e aluminio desde 0 momento da excisdo até o
final da medida, conforme descrevem Begg & Turner (1970), Powell (1974) e Girona et al.
(2002).

Para auxiliar a interpretacdo de resultados, Cleary & Zaerr (1992) citam o0s
seguintes valores de potencial da agua na folha: valores até -0,80 MPa sdo ideais para o
crescimento; de -0,90 a -1,20 MPa o estresse limita alguns processos de crescimento
resultando em menores altura e diametro; de -1,30 a -2,00 MPa ocorre o fechamento
acentuado dos estdmatos, reducdo da fotossintese, sendo que a maioria das culturas sofre
estresse e reduz a producdo; de -2,00 a -4,00 MPa forte declinio do crescimento, com 0
agravamento do déficit h4 reducdo no vigor e na capacidade da planta de recuperacédo
quando re-hidratada; de -4,00 a -5,00 MPa ha um estresse muito acentuado e de ocorréncia
rara em cultivos comerciais.

Diante de todos estes cuidados e rapidez exigidos entre a coleta do material da
planta e a leitura com a cAmara de pressdo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
da agua de plantas citricas em diferentes niveis de estresse hidrico, correlacionado com o
tempo de coleta das folhas armazenadas a baixa temperatura, uma vez que ao se ter um
grande nimero de medidas a serem feitas num instante especifico (no nosso caso no
‘predawn’) e ao se dispor de uma s6 cdmara, procurou-se uma alternativa para aumentar o
numero de medidas possiveis pelo uso de armazenamento.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado na area de pesquisa em ambiente protegido (casa de
vegetacdo) do Departamento de Engenharia Rural na Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”/USP, situada no municipio de Piracicaba - SP, com as seguintes coordenadas
geograficas: latitude 22°42” S, longitude 47°38” W e altitude de 520 m. O clima da regido,
na classificagdo climatica de Koppen, é do tipo Cwa, isto €, subtropical umido, com trés
meses mais secos (junho, julho e agosto), chuvas de verdo, seca de inverno, temperatura
média do més mais quente superior a 22°C e a do més mais frio inferior a 18 °C. O solo
utilizado no experimento foi classificado como Latossolo Vermelho Amarelo textura
franco arenosa denominado Série “Sertdozinho”.

Foram transplantadas duas mudas de laranja ‘Péra’ enxertadas sobre liméo ‘Cravo’
para cada caixa de amianto no dia 04 de julho de 2003, que continha 0,1168 m? de volume
de solo.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente aleatorizado em
esquema fatorial 3 x 11, sendo trés niveis de estresse hidrico (T1, T2 e T3) e onze medidas
de tempo de armazenamento (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48, 72 e 120 h) com dez repeticbes
por tratamento, sendo analisados a 5% de significancia pelo teste Tukey. Os tratamentos
foram: 1 — controle, irrigacdo diaria com base na evaporacao do tanque Classe A (T1); 2 —
suspensao da irrigacdo por um periodo de trés dias (T2) e 3 - suspensdo da irrigacao por
um periodo de sete dias (T3). Adotaram-se déficits hidricos crescentes realizados na planta
controle (T1), que apos leitura da planta nesse tratamento sem deficit hidrico (T1), foi
suspensa sua irrigacao por trés e sete dias, para realizacdo das leituras subseqtentes, ou
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seja, a planta ndo mais recebeu agua por periodos de trés dias de déficit hidrico (T2) e sete
dias de déficit hidrico (T3), mas teve suas folhas retiradas para as referidas leituras.

Coletaram-se cinco folhas por planta em cada tratamento e acondicionaram-se as
mesmas em sacos plasticos, tipos “Ziploc” com dimensdao de 20x24cm, cuja relagdo entre
area de uma folha/drea do saco era de aproximadamente 0,15, sendo 0s mesmos
hermeticamente fechados na borda com fita adesiva e colocados dentro de sacos pretos,
para evitar a incidéncia de luminosidade sobre as amostras. Logo apos a coleta, foi
realizada a primeira leitura, zero hora, e as amostras restantes, para as leituras posteriores,
foram armazenadas em geladeira com temperatura média a 8 °C. Temperaturas na faixa de
4 a 8 °C ndo causam riscos de necrose ou destruicdo dos tecidos e/ou células das plantas. O
periodo entre a coleta, onde se deu a excisdo da folha na planta e acondionamento das
mesmas em geladeira variou de 10 a 15 minutos, quando as amostras permaneceram
acondicionadas em sacos plasticos tipo “Ziploc”, os quais eram colocadas em saco escuro a
temperatura ambiente.

Foram realizadas leituras do potencial total da agua (WVf) as 6:00-6:15 h (hora local
de verdo), que foi denominada de “hora zero”, no periodo de 27/11 a 09/12/2004, pelo
método da camara de pressdo (Kaufmann, 1968) utilizando-se equipamento modelo 3005
(Soil Moisture Equipament Co., Santa Barbara, CA, EUA). Durante a medida com a
camara de pressao, utilizou-se lupa e iluminacdo para visualizar o inicio de saida da seiva
pelo peciolo com a pressurizagdo, a qual a taxa de pressurizacdo foi variada ao longo do
processo de medida, de maneira que ndo fosse excessivamente lenta, evitando o aumento
das perdas hidricas, e nem muito rapida de maneira a se ter erro no ponto final da medida,
momento este em que se parava a pressurizacdo e se caracterizava o final da mesma.
Mediu-se o potencial total de 4gua na planta com folhas ao invés de ramos, como é mais
comumente utilizada na metodologia, pois, sendo o peciolo da planta de citros de forma
ndo cilindrica, encontrou-se dificuldade na hora de realizar as leituras, uma vez que a sua
forma impedia uma completa vedagdo sem estrangulamento do mesmo.

Logo apos as folhas serem coletadas e no momento do incremento de pressao, fez-
se um corte transversal das mesmas, com tesoura afiada, com posterior medida na camara
de Scholander com a tampa com ranhura especifica para aprisionamento de folha e ndo de
peciolo.

O potencial foi medido em dez plantas por tratamento, possuindo estas plantas, a
mesma altura, sendo retiradas cinco folhas por planta, por tempo de armazenamento e por
coleta, sendo as folhas amostradas as mais uniformes possiveis, totalmente expandidas, no
lado externo da planta, sem sombreamento e os ramos sem frutos. Mediu-se também, o
potencial da dgua na planta em vinte folhas e dez ramos, tirando-se uma média entre 0s
valores das folhas e correlacionou-se com as leituras dos ramos, sendo as duas folhas e
cada ramo retirados da mesma planta. As leituras foram feitas procurando-se manter
sempre 0 mesmo horario, conforme descrito em Boyer (1995).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na Figura 1, que houve diferenca significativa no tratamento com sete
dias de déficit hidrico (T3), quando comparado aos tratamentos sem déficit hidrico (T1) e
com trés dias de déficit hidrico (T2), o que ja era esperado, uma vez que o tratamento com
sete dias de déficit hidrico (T3) apresentou o menor potencial da agua na folha, devido ao
maior nivel de estresse sofrido pela planta. O coeficiente de variacdo da analise foi de
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30,34% quando analisados conjuntamente os trés tratamentos, sendo esses valores, médias
das medidas em todos os tempos (HO, H2, H4, H8, H10, H12, H24, H72 e H120) para cada
tratamento.
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Figura 1. Valores médios do potencial total da agua na folha em plantas de laranja ‘Péra’
os tratamentos T1, T2 e T3. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Na Figura 2, para plantas sem déficit hidrico observa-se diminuicdo do potencial
com o passar do tempo, tendéncia esta mais acentuada em 72 e 120 horas, 0 que pode ser
devido a perda de turgescéncia da planta com a diminuicdo da quantidade de dgua presente
nos tecidos, uma vez que a temperatura atingiu valores abaixo da temperatura do ponto de
orvalho, pois foi observado que mesmo com os sacos hermeticamente fechados e lacrados
com fita adesiva, havia a condensacdo sobre a folha em alguns sacos, com conseqiiente
perda de &gua pela folha e eliminagdo para o ambiente, no caso o saco plastico onde
estavam armazenadas as amostras. Em experimentos futuros seria interessante estudar a
utilizacdo de sacos plasticos com dimensfes menores, que ficassem o0 mais justo possivel
na folha, se possivel fechado a vacuo e sob outras condi¢des de refrigeracdo e pressdo
interna.

Nota-se na Figura 2 que ndo ha diferenca estatistica do potencial da agua da folha
com 0, 2, 4, 6 e 8 horas de armazenamento, apresentando variacdes com o passar das
horas, porém com as leituras de 10, 12, 24 e 72 horas de armazenamento, hd uma
estabilizacdo no potencial da agua da folha, novamente, tornando-se o potencial mais
negativo.
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Figura 2. Efeito do tempo de armazenamento sobre o potencial da agua da folha apos a
excisdo da folha de amostras retiradas em plantas sem déficit hidrico (T1).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Na Figura 3 observa-se a mesma tendéncia da Figura 2, poder-se-ia ate esperar que
na Figura 4 encontrdssemos valores mais negativos de potencial da dgua da folha por
estarem com trés dias de déficit hidrico. Mas essa diferenca ndo foi nitida, o que segundo
Brunini & Cardoso (1998), a planta possui mecanismos de tolerar déficit hidrico elevado,
principalmente sob baixa disponibilidade de agua no solo, referentes a sensibilidade
estomatica, troca gasosa e capacidade de manter alto o teor de 4gua na folha e suportar a
desidratacdo imposta pelo ambiente adverso. Tais aspectos resumem-se a medida da
resisténcia oferecida pelos estbmatos a esta troca gasosa e pela analise do potencial da dgua
na folha, fazendo com que no momento da retirada das folhas as mesmas j& devessem estar
com este ajuste e, conseqiientemente, tivessem menor perda ‘de d4gua quando comparadas
ao tratamento sem déficit hidrico (T1). Observe-se para a leitura de 8 horas (H8), a
diferenca para menos é observada em T2, em relacdo a T1, mas para a leitura de 10 horas e
12 horas (H10 e H12, respectivamente) ndo se observa diminuicdo nos diferentes tempos
de armazenamento.

Analisando as Figuras 2 e 3, observamos que ha uma nitida tendéncia de
diminuicdo do potencial com o tempo de armazenamento, dependente inclusive do grau de
déficit hidrico das plantas. A tendéncia de diminuicdo se mostra menos acentuada no
tratamento 3 (T3) (Figura 4), porque pelo grau de estresse hidrico experimentado nesse
tratamento, ao se fazer a medida no tempo zero (H0), os estdmatos dessas plantas ja estdo
mais fechados do que a dos tratamentos T1 e T2, fazendo com que as folhas de T3 percam,
proporcionalmente, menos dgua durante o armazenamento do que nos dois primeiros, com
menor variagdo dos valores ao longo do tempo, outra hipdtese seria que no inicio do
armazenamento, as plantas de T3 realmente devem estar com os estdmatos mais fechados,
mas depois de pouco tempo nas condi¢cdes de armazenamento, as plantas de todos os
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tratamentos ja devem estar com os estomatos fechados. Outra hipdtese a ser discutida é que
como a perda de 4&gua no armazenamento pode se dar predominantemente por via cuticular,
a menor variacdo em T3 ocorre porque ela ja esta no periodo de armazenamento com
energia livre menor e transpirando (via cuticular) menos desde o inicio.

-1,%
1,6
21,4 B
21,2 o
-1,0 4
-0.8
0,6 4
-0,4 -

p D
Al g
0,0 N e
ﬁ&&ﬁ#&“&mﬁﬁﬁ*&@

Tempo (h)

A

| =

| M
o

1]

Potencial da agua na folha (MPa)

Figura 3. Efeito do tempo de armazenamento sobre o potencial da dgua da folha de
amostras de plantas com trés dias de déficit hidrico (T2), apds a excisdo da
folha. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 4. Efeito do tempo de armazenamento sobre o potencial da agua da folha, ap6s a
excisdo da folha de amostras de plantas com sete dias de déficit hidrico (T3).
Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste e Tukey a 5% de
probabilidade.
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Observa-se nas Figuras 5 e 6 para o T1 e T2, respectivamente, que ha variacbes no
desvio padrdo das amostras, porém ndo ha uma tendéncia tdo nitida de aumento, nos
diferentes tempos de armazenamento.
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Figura 5. Desvios padrdes médios dos potenciais da agua na folha das amostras no
tratamento T1 para todos os tempos de armazenamento (h).
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Figura 6. Desvios padrdes médios dos potenciais da agua na folha das amostras no
tratamento T2 para todos os tempos de armazenamento (h).

Observa-se na Figura 7 para o T3 que ha variagdes no desvio padrdo das amostras,

porém com sentido oposto ao que ocorreram com as Figuras 5 e 6, porém a tendéncia de
diminuicdo nos diferentes tempos de armazenamento ndo € tdo nitidas, ha uma oscilagdo
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para as leituras de 48 e 72 horas (H48 e H72, respectivamente), cujos valores sdo da
mesma magnitude que as leituras de 0 hora e 2 horas (HO e H2, respectivamente).
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Figura 7. Desvios padroes medios dos potenciais da &dgua na folha das amostras no

tratamento T3 para todos os tempos de armazenamento (h).
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Figura 8. Medidas do potencial total da &gua em folhas e ramos da mesma planta.

Observa-se na Figura 8 um gréafico de correlacdo entre os valores médios medidos
do potencial da dgua na folha isolada e no ramo com folhas da mesma planta. O potencial
total da 4gua na planta é mais comumente medido na folha, talvez porque muitos dos
trabalhos pioneiros tenham se preocupado com os processos foliares, tais como, a
fotossintese e 0 comportamento estomatico, apesar da facilidade desta medida com a
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camara de pressdo ser provavelmente outro fator (Jones, 1990). Nota-se na Figura 8, que
hd boa relacdo entre as duas medidas, indicando a possibilidade de que o grau de
deficiéncia hidrica possa ser indicado pela medida do potencial da dgua da folha, como
pela do ramo.

6 CONCLUSOES

Com o passar do tempo de armazenamento das folhas citricas, ap0s a sua excisao
da planta, ha diminuicdo do potencial total da &gua na planta, tornando-se o potencial mais
negativo.

O armazenamento das folhas de citros até apos a excisao de 6 horas ndo interfere
na medida do potencial da agua da planta com a camara de pressao.

Com o aumento do estresse hidrico da planta, existe menor interferéncia do tempo
de armazenamento na leitura do potencial de agua da folha.
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