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A hipótese de que a sensibilidade estomática ao ácido abscísico (ABA) possa ser influenciada pelas características da

seiva xilemática, como pH e concentração de Ca2+, NO3
- e PO4

3-, foi testada em plantas de Lycopersicon esculentum L.

var. Santa Clara submetidas a estresse hídrico induzido pela adição de PEG 6000 à solução nutritiva. Estimou-se a

sensibilidade estomática ao ABA pela relação transpiração/ABA xilemático. Plantas intactas foram submetidas a estresse

hídrico rápido e lento e determinaram-se as variações de pH e as concentrações de Ca2+, NO3
- e PO4

3- na seiva do

xilema Também se estudaram os efeitos de diversas concentrações de Ca2+, NO3
- e PO4

3- sobre a transpiração em folhas

destacadas imersas em seiva artificial contendo ABA exógeno. Nas plantas intactas submetidas a estresse rápido, o

aumento nas concentrações de Ca2+, NO3
- e PO4

3- levou a um gradativo acréscimo da sensibilidade estomática ao ABA

contido no xilema. Com estresse lento, o Ca2+ não influenciou a sensibilidade estomática ao ABA. Em folhas destaca-

das, a concentração de ABA exógeno necessário para promover redução na taxa transpiratória foi de 2,5 µM. A presen-

ça de Ca2+ na seiva xilemática estimulou o efeito inibitório sobre a taxa transpiratória, promovido pelo ABA. O aumen-

to nas concentrações de Ca2+ e NO3
- na seiva artificial intensificou o fechamento estomático induzido por ABA.

Palavras-chave: Lycopersicon esculentum L., estresse hídrico, seiva xilemática, transpiração.

Stomatal sensitivity to ABA related to pH and NO-
3, PO4

-3 and Ca+2 levels of xylem sap: Stomatal sensitivity to

abscisic acid (ABA) can be modified by variations in the xylem sap traits such as pH, Ca2+, NO3
- and PO4

3- concentrations.

In order to verify this hypothesis, plants of Licopersicon esculentum L. cv. Santa Clara were submitted to sudden and

slow onset of water stress by PEG 6000 addition to the nutritive solution. The stomatal sensitivity to ABA was estimated

by changes in the transpiration/xylematic ABA ratio. To evaluate the inhibitory effect of Ca2+, NO3
- and PO4

3- at different

concentrations, detached leaves were submerged in artificial sap containing exogenous ABA. In intact plants, under

sudden stress treatment, the ion concentration increment  gradually raised the stomatal sensitivity to xylem ABA.

Under slow stress treatment the stomatal response to ABA was not modified by Ca2+. A dose of 2.5 µM exogenous ABA

was needed to induce a drop in the transpiration rate of detached leaves. The presence of Ca2+ in the transpiration flux

stimulated the ABA inhibitory effect on transpiration rate.The stomatal closure response to ABA was intensified when

Ca2+ and NO3
- were added to the artificial sap.

Key words: Lycopersicon esculentum L., transpiration, water stress, xylem sap.

R E S E A R C H  A R T I C L E

INTRODUÇÃO

Em condições de laboratório, há, freqüentemente, boa

correlação entre o aumento da resistência estomática e o

da concentração de ácido abscísico (ABA) na seiva do

xilema, em plantas submetidas a déficit hídrico (Tardieu

e Davies, 1993; Thompson et al., 1997; Wilkinson et al.,

1998). No entanto, em condições de campo, pode ocorrer

grande variação na abertura estomática para um mesmo

nível de ABA na seiva   (Schurr et al., 1992; Correia e

Pereira, 1995).
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Segundo Tardieu e Davies (1992; 1993), as respostas

estomáticas ao ABA do xilema são diretamente afetadas

pelo estado hídrico da folha, alterando a sensibilidade

das células-guarda ao ABA. Reduções muito pequenas

no potencial hídrico foliar (< -0,06 MPa) (Thompson et

al., 1997), valor abaixo do normalmente encontrado em

planta no seu ambiente de crescimento, são suficientes

para potencializar a resposta dos estômatos ao ABA.

Também é possível encontrar variação na sensibilidade

estomática ao ABA do xilema em potenciais hídricos

foliares inalterados.

Estudos recentes mostram que outros fatores, como

estado nutricional da planta (Jeschke et al., 1997),

composição iônica (Schurr et al., 1992) e pH da seiva

xilemática (Thompson et al., 1997) influenciam as

respostas estomáticas ao ABA. Tem-se proposto que o

aumento no pH apoplástico, mediando alterações na

distribuição de ABA, possa funcionar como um sinal

químico primário para as folhas, indicando uma redução

na disponibilidade de água no solo. Reduções na taxa

transpiratória associadas ao aumento no pH apoplástico

já se observaram em algumas espécies (Wilkinson e

Davies, 1997; Thompson et al., 1997; Wilkinson et al.,

1998), as quais tinham níveis de ABA correspondentes

aos encontrados em plantas irrigadas. Alterações na

composição iônica da seiva do xilema contribuem para

as variações no pH da seiva em plantas submetidas à

deficiência hídrica (Gollan et al., 1992; Schurr et al.,

1992). Dos estudos sobre essas alterações, concluiu-se

que as concentrações de Ca2+, NO3
- e PO4

3- podem

contribuir na sinalização raiz-parte aérea em plantas

submetidas à deficiência hídrica, alterando seja a

sensibilidade estomática ao ABA, seja o pH da seiva e,

conseqüentemente, a distribuição do ABA.

Este trabalho pretendeu avaliar a sensibilidade dos

estômatos ao ABA xilemático de plantas intactas de

tomateiro submetido a estresse hídrico, em função de

alterações do pH e concentrações de Ca2+, NO3
- e PO4

3-

da seiva decorrente do estresse e em folhas destacadas

em que os mesmos íons e ABA foram aplicados

exogenamente via seiva artificial.

MATERIAL E MÉTODOS

Condições de cultivo: Plantas de tomate (Lycopersicon

esculentum L. var. Santa Clara) foram cultivadas em casa

de vegetação, em vasos contendo duas plantas, com ca-

pacidade para  2,5 L de solução nutritiva de Hoagland e

Arnon (1950), utilizada com metade da concentração e

pH 6,5. A cada dois dias, toda a solução dos vasos era

substituída por uma nova e o volume de água perdida,

reposto diariamente com água destilada. Plantas com 40

dias após a semeadura foram transferidas para a sala de

crescimento com fotoperíodo de 10 h (com início às 8:00

h) e densidade de fluxo fotossintético (DFF), ao nível

das plantas, de 500 µmol.m-2.s-1, temperatura do ar entre

20 e 23 ºC e umidade relativa do ar entre 60 e 63 %, onde

realizaram-se todas as medições. Para evitar o aqueci-

mento foliar, colocou-se uma lâmina de água de 0,05 m

entre a fonte de luz e as  plantas.  Não  se observaram

diferenças entre a temperatura foliar e a do ar.

Indução do estresse: Três dias após a transferência das

plantas para a sala de crescimento (aos 43 d de idade),

dois tipos de estresse hídrico moderado foram induzidos,

adicionando-se polietileno glicol 6000 (PEG 6000) à

solução nutritiva: estresse rápido e lento.

O estresse rápido foi induzido mediante a adição de

7 % de PEG 6000 à solução nutritiva (–0,083 MPa). Após

1, 2, 3, 4 e 5 h da adição de PEG à solução, avaliou-se a

taxa transpiratória (E) e realizou-se a coleta de seiva, na

qual se determinou o pH e teores de Ca2+, NO3
-, PO4

3- e

ABA.

O estresse lento foi induzido por meio da aplicação

gradativa, diária e crescente de PEG 6000 à solução

nutritiva: dia 1 (1 % de PEG), dia 2 (3 % de PEG), dia 3

(5 % de PEG), dia 4 (7 % de PEG). Nessas concentrações

de PEG, os potenciais osmóticos das soluções foram de -

0,006; -0,024; -0,049  e -0,083 MPa respectivamente,

suficientes para induzir o início do fechamento dos

estômatos. Vinte e quatro horas após a adição do PEG

6000 à solução nutritiva, sempre às 9:00 h, avaliou-se a

taxa transpiratória (E) e realizou-se a coleta de seiva para

a determinação de pH, teores de Ca2+, NO3
-, PO4

3- e ABA.

Coleta e análise da seiva do xilema: Para essa coleta

efetuou-se uma excisão no caule a 0,05 m acima do colo

da planta, destacando-se a parte aérea, e lavou-se o corte

com água destilada para evitar possíveis contaminações

da seiva com substâncias contidas no suco das células

rompidas durante a excisão. Imediatamente, colocou-se

o exsudato, coletado da parte basal da planta com o auxílio

de uma pipeta Pasteur, em N2 líquido, armazenando-o a -

20 ºC. A separação do ABA da seiva foi feita em HPLC
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e, a quantificação, por um teste imunológico (ELISA),

usando anticorpos monoclonais, segundo o método

descrito por Peres et al. (1997). O teor de Ca2+ foi

analisado por absorção atômica. Os teores de NO3
- e PO4

3-

foram determinados espectrofotometrica-mente,

conforme Cataldo et al. (1975) e Linderman (1958),

respectivamente.

Sensibilidade estomática ao ABA xilemático de plantas

estressadas: A sensibilidade estomática ao ABA contido

na seiva do xilema das plantas submetidas aos estresses

hídrico lento e rápido foi calculada de acordo com Schurr

et al. (1992) pela relação E (avaliada na quinta folha) /

[ABA]xilema

A sensibilidade estomática ao ABA foi avaliada em

função das variações de pH e dos teores de Ca2+, NO3
- e

PO4
3- da seiva do xilema das plantas submetidas aos

estresses.

Efeito Ca2+, NO3
- e PO4

3- sobre a sensibilidade estomática

ao ABA exógeno em folhas destacadas: Para avaliar o

efeito da concentração de Ca2+, NO3
- e PO4

3- sobre E de

folhas destacadas, utilizou-se a seiva artificial de

Wilkinson et al. (1998), em dois pHs (6,0 e 7,0). Os

tratamentos foram seiva artificial completa, constituída

de 1,0 mM de PO4
3-, 1,0 mM de Ca2+ e 3,0 mM de NO3

-,

seiva artificial com metade da concentração de fosfato

(0,5 mM de PO4
3-, 1,0 mM de Ca2+ e 3,0 mM de NO3

-),

seiva artificial com metade da concentração de nitrato

(1,0 mM de PO4
3-, 1,0 mM de Ca2+ e 1,5 mM de NO3

-) e

seiva artificial com o triplo da concentração de cálcio

(1,0 mM de PO4
3-, 3,0 mM de Ca2+ e 3,0 mM de NO3

-).

Estudaram-se os efeitos do ABA exógeno sobre as

respostas estomáticas nos diversos níveis de Ca2+, PO4
3-

e NO3
- no fluxo xilemático, adicionando-se 2,5 µM de

(±)-cis-trans-ABA sintético (Sigma) a cada uma das

soluções.

Avaliação da taxa transpiratória: Em todos os

tratamentos essa taxa (E) foi avaliada na quinta folha

(destacada ou não) das plantas mantidas em sala de

crescimento. Nos tratamentos com folhas destacadas, elas

foram imersas em água destilada, selecionadas para a

mesma E inicial, e imediatamente imersas nas soluções

citadas no item anterior. Avaliou-se E 0; 0,5; 1,5; 2,5;

3,5 e 4,5 h após a imersão. As avaliações, realizadas na

superfície abaxial, por ser mais responsiva ao ABA

(Correia et al., 1999), foram iniciadas entre 8:00 e 9:00 h

e realizadas com um analisador de gases ao infravermelho

portátil (modelo LCA-2, ADC, UK). A DFF durante as

medições foi de 600 µmol.m-2.s-1.

Análise estatística: O delineamento experimental

utilizado foi inteiramente casualizado. Cada valor

representa a média de quatro avaliações em plantas

diferentes, exceto para as análises de ABA em que foram

utilizadas amostras compostas, resultantes de quatro

amostras simples. Os dados foram submetidos à análise

da variância pelo teste F, a 5 % de probabilidade, e a

diferença entre as médias, calculada pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Sensibilidade estomática ao ABA xilemático de plantas

estressadas: Plantas de tomateiro submetidas a estresse

hídrico lento e rápido mostraram uma queda na razão E /

[ABA]xilema indicando aumento na sensibilidade

estomática ao ABA (figura 1). A sensibilidade das células-

guarda ao ABA pode ser determinada pela relação

transpiração (E) ou condutância estomática (gs) com a

concentração do ABA no xilema. Ensaios preliminares,

entretanto,  encontraram uma correlação linear positiva

entre E e gs (y = 7,0072x + 1,6201; R2 = 0,91). As

concentrações de ABA foram relacionadas com a taxa

transpiratória, em vista de os valores de E mostrarem

maior estabilidade nas determinações e  menores

coeficientes de variação (figura 1).

Diversos autores afirmam, entretanto, que a relação

E / [ABA]xilema parece estar influenciada por fatores

relacionados com o estado hídrico da planta, nutriente,

pH, etc. (Tardieu e Davies, 1993; Correia  e Pereira, 1995;

Thompson et al., 1997; Correia et al, 1999).

Nas plantas submetidas a estresse rápido (horas após

a adição de PEG), a redução significativa (p > 0,05) na

razão E / [ABA]xilema com o aumento de NO3
- e PO4

3- na

seiva foi gradativa (figura 1). Nesse caso, maiores

variações nos níveis desses nutrientes foram necessárias

para uma resposta estomática numa dada concentração

de ABA na seiva. Nas plantas submetidas a estresse lento

(dias após a adição de PEG), a queda na E / [ABA]xilema

foi acentuada, indicando que pequenas variações na

concentração dos íons na seiva do xilema, principalmente

de NO3
-, podem alterar a resposta estomática ao ABA

presente na seiva. Isso pode indicar que reduções na taxa
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transpiratória das plantas submetidas a esse tipo de

estresse dependam de menos ABA na seiva se os níveis

desses nutrientes aumentarem. É possível que  alterações

na concentração de tais ânions alterem a capacidade

tampão da seiva e as respostas estomáticas ao ABA. Já

foi observado que em Helianthus annuus o aumento no

suprimento de NO3
- em plantas intactas promove um

aumento na sensibilidade estomática ao ABA (Mengel et

al., 1994) e que em Ricinus communis o PO4
3- é o íon que

mais contribui para a capacidade tampão da seiva do

xilema (Schurr e Schulze, 1995).

A velocidade do estresse também influenciou a con-

centração de Ca2+ na seiva do xilema. Estresses rápidos e

lentos apresentaram tendências diferentes quanto ao

acúmulo de Ca2+ na seiva do xilema. Em ambos, houve

mudanças na sensibilidade dos estômatos em relação ao

ABA, sendo, no estresse rápido, a menor sensibilidade

atingida na concentração de 1,5 mM de Ca2+. Concentra-

ções maiores e menores de Ca2+ no xilema aumentaram a

sensibilidade ao ABA. Esses resultados confirmam que,

em tomate, como em  Lupinus albus e Vicia faba,  a sen-

Figura 1. Variação da sensibilidade estomática (transpiração/
[ABA]

xilema
) em plantas intactas de tomateiro submetidas a

estresse hídrico rápido e lento em função das concentra-
ções de Ca2+, NO

3
- e PO

4
3- encontradas na seiva do xilema.

As barras horizontais representam o desvio padrão da con-
centração de nutrientes e as verticais, o desvio padrão da
sensibilidade estomática.

sibilidade estomática esta relacionada com concentração

de Ca2+ no xilema. (Ridolf et al., 1994; Correia e Pereira,

1995;  Correia et al., 1999). Entretanto, quando o estresse

foi aplicado em forma lenta a sensibilidade ao ABA va-

riou significativamente (p > 0,05) numa estreita margem

de concentrações de Ca2+ na seiva do xilema.

Os efeitos das alterações de pH e composição de nu-

trientes na seiva do xilema de plantas submetidas à defi-

ciência hídrica sobre a sensibilidade estomática ao ABA

foram estudados em algumas espécies (Gollan et al.,

1992; Schurr et al., 1992; Wilkinson e Davies, 1997). Foi

proposto que o pH influencia a sensibilidade estomática

ao ABA, por alterar a sua distribuição entre os diferentes

compartimentos foliares, aumentando a concentração de

ABA disponível para os receptores das células-guarda.

O pH alcalino serviria tanto como sinal da deficiência

hídrica como um sequestrador de ABA para comparti-

mentos alcalinos do apoplasto.  Enquanto os resultados

de Wilkinson e Davies (1997) mostraram um aumento da

sensibilidade ao ABA em pH mais alcalino, os de Schurr

et al. (1992) indicaram uma redução na sensibilidade

estomática ao ABA. No presente experimento, ao con-

trário dos nutrientes, o aumento no pH da seiva do xilema,

observado nas plantas submetidas a estresse rápido, apre-

sentou baixa  relação (R2 = 0,24) com a sensibilidade

estomática ao ABA presente na seiva (figura 2), indican-

do que, no tomateiro, o pH per se não seria um sinalizador

primário entre raiz e parte aérea em plantas submetidas a

estresse hídrico. Nas plantas submetidas a estresse lento,

não ocorreu variação significativa (p > 0,05)  no pH da

seiva xilemática (figura 2).Concentração de nutrientes (mM)
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Resposta estomática ao ABA exógeno: Os estudos sobre

o papel do ABA na comunicação raíz-parte aérea têm sido

realizados mediante o suprimento de ABA exógeno para

plantas inteiras, folhas destacadas ou epidermes isoladas.

A presença de ABA exógeno em tomateiro promoveu

redução significativa (p > 0,05)  de E, 2 h após a imersão

das folhas na seiva artificial de  Wilkinson et al. (1998),

apenas quando sua concentração atingiu 2,5 µM (figura

3). Concentrações de 0,01 e 0,1 µM não alteraram E,

mesmo após 3 h de imersão. Em plantas intactas de

Helianthus annuus (Schurr et al., 1992) e de Lupinus

albus (Correia et al., 1999), concentrações na faixa de

0,1 a 1,0 µM promoveram também reduções na

condutância estomática. Essas observações indicam que

a sensibilidade estomática ao ABA é maior em plantas

intactas, quando comparada a folhas destacadas (Correia

et al., 1999) e que plantas intactas devem necessitar de

menor nível de ABA para promover o fechamento

estomático. Concentrações  maiores  de 2,0 e 2,0 µM de

ABA foram empregadas por Heckenberger et al. (1996)

e Correia et al. (1999) em folhas destacadas de Lupinus

albus e Helianthus annuus, respectivamente, para causar

reduções de E. Os mesmos autores consideram que essas

concentrações estão muito acima da concentração

necessária para promover a redução de E em plantas

intactas das referidas espécies e que a resposta estomática

ao ABA se encontra mais relacionada ao fluxo de ABA

no xilema que a concentração (Heckenberger et al., 1996).

Quando folhas são destacadas, o fluxo é alterado (Correia

et al., 1999).

Efeito do Ca2+,  NO3
- e PO4

3- sobre as respostas

estomáticas ao ABA exógeno em folhas destacadas:

Independentemente da concentração de nutrientes na

seiva xilemática, reduções significativas (p > 0,05)  de E

ocorreram em folhas imersas em solução contendo ABA

(figura 4). Observaram-se os maiores efeitos do ABA

sobre as reduções de E em folhas imersas nas soluções

contendo as maiores concentrações de NO3
- e Ca2+ (3,0

mM), quando comparadas às menores concentrações (1,0

mM). No pH alcalino (7,0) e em 3,0 mM de NO3
- e Ca2+,

a redução de E ocorreu mesmo na ausência de ABA, 5 e

3,5 h após a imersão das folhas, respectivamente. Esse

resultado concorda com a hipótese de que o aumento no

pH da seiva do xilema, que geralmente ocorre em plantas

crescendo em solo com reduzida disponibilidade de água

(Wilkinson et al., 1998), pode promover o fechamento

estomático, por alterar a distribuição de ABA sem

requerer sua síntese (Schurr et al., 1992). Em algumas

espécies, o pH pode afetar a abertura estomática antes do

acúmulo de ABA no xilema. Em outras, o contrário pode

ocorrer.

Em plantas intactas são descritas correlações

positivas entre a sensibilidade estomática ao ABA e as

concentrações de Ca2+ e NO3
- na seiva do xilema.

Observações de que um aumento no suprimento de NO3
-

para plantas intactas e para folhas destacadas promove

um aumento no pH do apoplasto foliar (Mengel et al.,

1994; Hoffmann e Kosegarten, 1995) e de um aumento

da sensibilidade estomática ao ABA do xilema associado

ao aumento na concentração de Ca2+  (Ridolf et al., 1994)

podem explicar as maiores reduções de E em folhas de

tomateiro imersas em solução alcalina contendo 3,0 mM

de NO3
- ou Ca2+, em relação às imersas em solução com

1,0 mM, pH 6,0.

Ao contrário do que ocorreu em plantas intactas

(figura 1), as alterações nas concentrações de PO4
3- (0,5

e 1,0 mM) na seiva artificial não mostraram efeitos

significativos (p > 0,05)  sobre a resposta estomática ao

ABA em folhas destacadas (figura 4). O mesmo resultado

foi observado por Hoffmann e Kosegarten (1995) em

folhas destacadas de girassol.

O Ca2+ é um mensageiro secundário envolvido na

regulação estomática, sendo o fechamento estomático

promovido por ABA precedido por um aumento de sua

concentração nas células-guarda (McAinsh et al., 1990).

Aumento no Ca2+ intracelular inibe a atividade da H+-

Figura 3. Taxa transpiratória (E) de folhas destacadas de plan-
tas de tomate não estressadas e imersas em seiva artificial,
pH 6,0, contendo diferentes doses de ABA.
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ATPase (Qiu e Su, 1998), o que pode levar a um aumento

no pH apoplástico (Fromard et al., 1995; Patonnier et al.,

1999). McAinsh et al. (1990) já haviam observado em

plantas sob déficit hídrico, um aumento no pH apoplástico

associado ao da concentração de Ca2+ citossólico. Além

de inibir a atividade da H+-ATPase, o aumento no Ca2+

livre citossólico inativa os canais de influxo de K+ e ativa

canais de efluxo de Cl- da membrana plasmática,

provocando o fechamento estomático (Blatt e Grabov,

1997). Sendo assim, um aumento no pH apoplástico

resultante do acréscimo da concentração de Ca2+ na

solução de imersão pode ter promovido um aumento na

sensibilidade estomática ao ABA em folhas destacadas

de tomateiro, explicando as maiores reduções de E mesmo

na ausência de ABA. O ABA e o Ca2+ parecem agir

sinergisticamente sobre o fechamento estomático,

observação esta proposta também por Silva et al. (1985)

e Wilmer e Fricker (1996).
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