Analise de Fluorescéncia da Clorofila em Linhagens de Milho
Contrastantes para Tolerancia
a Seca Submetidas a dois Niveis de Nitrogénio
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INTRODUCAO

Nas regides tropicais, a deficiéncia hidrica e as caréncias nutricionais sdo consideradas as
principais causas da instabilidade no rendimento de gréos. O défice hidrico dificulta a
absor¢édo do nitrogénio, um componente essencial das clorofilas, as quais séo
responsaveis pela captacdo da energia solar e pela producédo de fotoassimilados nas
plantas. A deficiéncia de N reduz a area foliar, acelera a senescéncia das folhas, reduz a
eficiéncia da fotossintese, e conseqlientemente a atividade fotossintética da planta (Uhart
e Andrade, 1995). De acordo com Bruce et al., (2002), quando a cultura do milho é
submetida ao défice hidrico, ocorre declinio na fotossintese, o qual pode ser devido a
redugdo na interceptacdo de luz com a reducéo da area foliar ou a senescéncia das folhas
e ainda reducdo na fixacdo de carbono pelo fechamento estomatico ou ainda danos da
foto-oxidacdo do aparato fotossintético Segundo este autor, a habilidade de proteger as
membranas celulares e enzimas do estresse e se recuperar do défice hidrico podem
também maodificar a capacidade da cultura de sobreviver e produzir grdos. A avaliacdo da
fluorescéncia da clorofila tem se mostrado uma importante ferramenta no estudo de
mecanismos de adaptacdo diferentes a estresses. Os diferentes tipos de estresse afetam
direta ou indiretamente o funcionamento do Fotossistema Il. Assim, a fluorescéncia da
clorofila pode ser utilizada como indicador de estresse nas plantas, sendo a relacdo F,/Fn,
um importante indicador de estresses, entre eles seca e caréncia de nitrogénio. Baseado
nestes fatos foi desenvolvido o presente estudo, que teve como objetivo avaliar
parametros de fluorescéncia da clorofila em linhagens de milho contrastantes para
tolerancia a seca submetidas a diferentes niveis de nitrogénio.

MATERIAL E METODOS
O solo utilizado como substrato foi retirado da camada superficial (0 a 20 cm) de um
Latossolo Vermelho, cujos resultados da analise quimica sdo apresentados na Tabela 1.
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Antes da semeadura, cada vaso contendo 18 kg de solo recebeu uma adubacéo de plantio
contendo 27 g de superfosfato simples e 10 g de FTE-BR12. Os niveis de nitrogénio
foram aplicados como adubacdo de cobertura na forma de solucéo a partir do estadio V6
até o florescimento. Foram semeadas manualmente 6 sementes por vaso e aos 20 dias
apos a emergéncia foi realizado um desbaste deixando-se 4 plantas por vaso, das quais
colheram-se 2 plantas para determinacdo da fitomassa durante o periodo de avaliacdo dos
tratamentos. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em
esquema fatorial, constando de 2 linhagens contrastantes para tolerancia a seca (L13.1.2 e
L1170), 2 doses de nitrogénio, N20 e N80 (20 e 80 mg N dm-3 solo) e 2 regimes hidricos
em 6 repeticOes, totalizando 48 parcelas, sendo cada unidade experimental (parcela)
constituida de 2 plantas por vaso. Os regimes hidricos avaliados foram; tratamento
controle ou semestresse, TC (-0,01MPa a -0,10 MPa) e estresse hidrico — EH (-0,10 a -
0,30 MPa), definidos pelos valores da curva caracteristica de umidade do solo. O controle
da umidade dos vasos durante o periodo de estresse foi efetuado diariamente utilizando-
se balanca de precisdo. Os tratamentos de estresse hidrico tiveram duracdo de 20 dias e se
iniciaram apo6s o inicio do florescimento masculino (surgimento do pendao).O défice
hidrico foi imposto as plantas via supressdo da irrigacdo até a umidade nos vasos atingir a
tensdo de -0,30 MPa, sendo irrigados na manha seguinte até atingirem umidade
equivalente ao potencial de dgua no solo de -0,10 MPa. As avalia¢des da fluorescéncia da
clorofila foram efetuadas utilizando-se o fluordmetro portéatil, PEA (Plant Efficiency
Analizer) da New Hansatech Instruments Ltda. A luz emitida pelo aparelho localiza-se na
faixa do vermelho, entre 580 e 700nm, com pico de 650nm, 0 que permite sua absor¢do
pelos cloroplastos. A luz de excitacdo empregada no ensaio foi de 1500 umolm-2st na
superficie da folha, correspondendo a 50% da intensidade maxima propiciada pelo
aparelho. Antes das leituras, a regido onde sera efetuada a leitura é pré-condicionada no
escuro por 30 minutos. S&o empregados clipes foliares 'leaf clips', com um sistema de
janela que permite sua abertura e fechamento. O tempo de adaptacéo no escuro de 30
minutos é considerado como suficiente para que ocorra o "relaxamento” do sistema
transportador de elétrons, assegurando o estado oxidado dos receptores de elétrons. A
partir do uso da luz saturante e do completo relaxamento do sistema, o pico de
fluorescéncia pode ser considerado como a fluorescéncia maxima (Fy,). Neste estudo
foram avaliados os seguintes parametros: Fluorescéncia inicial (Fo), Fluorescéncia méaxima
(Fm), Fluorescéncia variavel (F, = Fn-Fo) e a eficiéncia quéntica do fotossistema - FSI|I
(relacdo Fy/Fy). Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia, sendo as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste da DMS, o qual também foi empregado
par estudo dos efeitos das interacdes entre os diferentes fatores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na Figura 1, que os valores da Fluorescéncia inicial (Fo) ndo foram afetados
pelos diferentes tratamentos estudados, embora existam diferencas, estas ndo foram
significativas. Resultados semelhantes foram encontrados por Lu e Zhang (2000)
estudando os efeitos do nitrogénio na emisséo de fluorescéncia em plantas de milho
adaptadas no escuro. Eles verificaram que a fluorescéncia inicial (Fp) ndo apresentou
diferencas entre as plantas controle bem supridas com N e aquelas deficientes em N.
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A maxima emissao de fluorescéncia da clorofila (Fr,) foi afetada pelas doses de N
(Figura 2A), sendo que as plantas bem nutridas (80 mg N dm3 solo) apresentaram
valores de F, superiores aos das plantas deficientes em N (20 mg N dm3 solo). Por outro
lado, os diferentes regimes hidricos ndo influenciaram os valores da Fr, das linhagens
(Figura 2B).
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As respostas observadas para a F, foram muito semelhantes as obtidas para a Fn,. As
linhagens responderam a aplicacdo de nitrogénio (Figura 3A), porém nao houve
respostas aos regimes hidricos (Figura 3B). Os efeitos da maxima dose de N (80 mg N
dm-3 solo) nos valores da Fr, e da F, demonstram a importancia de seu adequado
suprimento para as plantas. Selmani e Wasson (1992) relataram que maior ganho genético
poderia ser atingido se a selecdo para F, fosse feita sob condi¢Ges de défice hidrico.
Assim, diferencas entre genotipos para esta caracteristica poderiam ser mais facilmente
identificadas se a selecdo fosse realizada em condicdes de seca.




Bolhar-NordenKampf e Oquist (1993) afirmam que plantas que ndo estio sob estresse
apresentam relacao F./Fn, entre 0,85 e 0,75, para os quais valores menores que 0,75
como referencial para a condicdo de estresse. Os efeitos das doses de N e dos regimes
hidricos na eficiéncia quantica do Fotossistema Il (relacdo F./Fr,) das linhagens de milho
foram semelhantes. Ao se comparar os efeitos das doses de N em cada linhagem (Figura
4A), nota-se que as plantas da L1170 que receberam a maior dose de N (N80)
apresentaram valores da relacdo F./Fy, acima do nivel critico (0,764), ja aquelas
deficientes em N apresentaram valores abaixo do critico (0,739). Por outro lado, as
plantas da L13.1.2, mesmo quando suprida com pouco N (N20), apresentaram valor para
a relacdo F/Fr, acima do nivel critico (0,752). Assim, plantas tolerantes a seca como a
L13.1.2 apresentam um eficiente mecanismo de controle dos danos causados pela foto-
oxidacdo, o qual possivelmente esta relacionado a manutencao da fotossintese por meio
de uma menor degradacdo das clorofilas, provavelmente mediado pela maior eficiéncia na
absorcéo e utilizacdo do nitrogénio. Lu e Zhang (2000) estudando o efeito da caréncia de
N na maxima eficiéncia fotoquimica do FSII (F./Fr,) notaram que o decréscimo na relagcdo
Fv/Fm em plantas deficientes em N era devido principalmente a reducdo na Fluorescéncia
maxima. Observa-se na Figura 4B, que os efeitos dos regimes hidricos nos valores da
relagdo Fv/Fm das linhagens foram semelhantes. Entretanto, as plantas da linhagem
L1170 quando submetidas ao adequado suprimento de agua (TC) apresentaram valor
para a relacdo F./Fn, abaixo do considerado critico (0,745), enquanto que as plantas
submetidas a deficiéncia hidrica (EH) apresentaram valor acima do critico (0,758).
Embora estes resultados parecam a primeira vista ndo serem 0s normalmente esperados,
Banziger et al. (2000) afirmam que quando o nitrogénio se torna escasso, a planta o
transloca dos tecidos mais velhos, (folhas e colmos) para os tecidos mais novos, folhas em
desenvolvimento e gréos, o que resulta na senescéncia dos tecidos mais velhos. Duraes
et al. (2002) utilizando a técnica da fluorescéncia da clorofila como critério de selecdo
para tolerancia a doencas, aluminio, défice hidrico e eficiéncia no uso do N verificaram
que limitagcbes como défice hidrico, deficiéncia de N e toxidez de aluminio induziram
danos ao fotossistema Il e essas alteracdes permitiram distinguir entre gendtipos
tolerantes e sensiveis para cada um dos estresses mencionados.
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CONCLUSOES

A adicdo de nitrogénio incrementa os valores da fluorescéncia maxima e da variavel, e
consequentemente da relacdo Fv/Fm das linhagens de milho. Na presenca de estresse
hidrico, as linhagens apresentam maiores valores para a relacdo Fv/Fm. A linhagem
L13.1.2 apresenta melhores valores para os parametros da fluorescéncia da clorofila que a
L1170, demonstrando estar mais adaptada a deficiéncia hidrica.
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