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RESUMO

A ampla adogao de sistemas portateis de medic¢ao de fotossintese levou a desconsideragao
dos fundamentos da condutancia estomatica ao vapor de dgua. Objetivo ¢ contribuir com
informacgdes experimentais para o acimulo de evidéncias de que ha necessidade de uma
revisdo acerca dos valores do coeficiente de difusdao molecular do vapor de agua através
dos estdmatos e de que a condutancia da camada limite foliar ndo pode ser desconsiderada
nas determinagdes do intercimbio gasoso das plantas. Utilizou-se um sistema portatil de
medicao de fotossintese (modelo LI-6400XT) para determinar a condutancia estomatica,
e varidveis anatdmicas foram usadas para calcular essa condutidncia com diferentes
valores do coeficiente de difusdo molecular do vapor de 4gua. Os resultados mostraram
que a relacdo entre a condutancia estomatica medida e as varidveis anatomicas flutuou
aleatoriamente, sem correlacdo significativa. As condutancias estomaticas calculadas a
partir dos diferentes coeficientes de difusdo variaram significativamente. O valor critico
da condutancia da camada limite foliar para vapor de agua s6 pode ser obtido com uma
camada limite fina, o que exige uma velocidade do vento muito alta, invidvel em
condi¢cdes naturais e experimentais. O método utilizado para obter varidveis anatomicas
foi inadequado, comprometendo a andlise dos efeitos do coeficiente de difusdo na
condutancia estomatica. As condutancias calculadas a partir dessas variaveis e dos
coeficientes de difusdo molecular do vapor de a4gua variaram significativamente,
indicando a necessidade de revisar esses valores. A velocidade do vento necessaria para
igualar a condutincia da camada limite foliar a total ¢ impraticavel, mas pode ser
desconsiderada, pois a velocidade do vento necessaria para ultrapassar a condutancia

estomatica ¢ baixa, e o erro na estimativa da taxa transpiratoria € pequeno.

Palavras-chave: Variaveis anatomicas; Coeficiente de Difusao, Micro-Tom.



ABSTRACT

The widespread adoption of portable photosynthesis measurement systems has led to
disregarding the fundamentals of stomatal conductance to water vapor. The aim is to
provide experimental data to accumulate evidence that there is a need to review the values
of the molecular diffusion coefficient of water vapor through stomata and that the
conductance of the leaf boundary layer cannot be disregarded in the determinations of
plant gas exchange. A portable photosynthesis measurement system (model LI-6400XT)
was used to determine stomatal conductance and anatomical variables were used to
calculate this conductance with different values of the molecular diffusion coefficient of
water vapor. The results showed that the relationship between measured stomatal
conductance and anatomical variables fluctuated randomly, with no significant
correlation. Stomatal conductances calculated from different diffusion coefticients varied
significantly. The critical value of leaf boundary layer conductance for water vapor can
only be obtained with a thin boundary layer, which requires a very high wind speed,
unfeasible in natural and experimental conditions. The method used to obtain anatomical
variables was inadequate, compromising the analysis of the effects of the diffusion
coefficient on stomatal conductance. Stomatal conductances calculated from these
variables and the molecular diffusion coefficients of water vapor varied significantly,
indicating the need to review these values. The wind speed required to equal the leaf
boundary layer conductance to the total is impractical but can be disregarded because the
wind speed required to exceed stomatal conductance is low, and the error in estimating

the transpiration rate is small.

Keywords: Anatomical variables; Micro-Tom; Molecular diffusion coefficients



1. INTRODUCAO

A partir da generalizagdo do uso do sistema portatil de medi¢do de fotossintese nas
pesquisas relacionadas com o intercdmbio gasoso das plantas, os fundamentos basicos
relacionados com os componentes da condutancia estomatica ao vapor de dgua, quais sejam, 0s
valores médios representativos da frequéncia estomatica, da area média do ostiolo, da
profundidade do poro estomatico, do raio médio do ostiolo e, principalmente, do coeficiente de
difusdo molecular do vapor de 4gua representativo do microambiente do estdomato, foram
paulatinamente esquecidos, até serem completamente desconsideradas (BROWN; ESCOMBE,
1900; FANOURAKIS et al., 2015; FRANKS; FARQUHAR, 2001; LUSHNIKOV et al., 1994;
PARLANGE; WAGGONER, 1970). E a razao ¢ simplesmente porque ndo ha necessidade desse
entendimento para a obtencdo instrumental do valor dessa variavel (a condutancia estomatica
ao vapor de agua).

No artigo classico de VON CAEMMERER; FARQUHAR, (1981), esses
pesquisadores apresentam o modelo bioquimico da fotossintese como base conceitual a ser
empregada nos algoritmos de calculo das varidveis do intercdmbio gasoso dos sistemas portateis
de medicdo de fotossintese. Nesse artigo, algumas premissas sdo apresentadas e,
desafortunadamente, igualmente esquecidas pela maioria dos usudrios desses aparelhos. A
primeira delas ¢ a de que nos espagos intercelulares da folha e na cdmara subestomatica, a
umidade relativa ¢ de 100%, cometendo-se, com isso, um erro considerado praticamente
desprezivel, até mesmo nos casos em que o potencial hidrico foliar ¢ bem negativo como -3,0
MPa (NOBEL, 2020). E que somente a partir da aceitagdo dessa primeira premissa é que se faz
possivel realizar os calculos das variaveis do intercambio gasoso nesses aparelhos, que tém nas
medidas do fluxo apenas do vapor de agua o ponto de partida para a determinagdo da
correspondente condutancia estomatica ao vapor de agua, utilizada como base para os demais
calculos das outras variaveis. A segunda premissa tem a ver com a relacdo entre os coeficientes
de difusdao molecular do vapor de 4gua e do CO2 no ar dentro dos estomatos e na camada limite
da folha, considerando que no poro estomatico, o vapor de dgua difunde-se 60% mais rapido e
na camada limite, 37% mais rapido do que o CO2. Com isso, a condutincia estomatica € a
condutancia da camada limite para o CO2 pode ser deduzida dividindo-se a condutancia
estomdtica e a condutancia da camada limite para o vapor de agua por 1,60 e por 1,37;
respectivamente (IR, 1977). Até o presente momento, esses valores nunca foram sequer

questionados.



A partir do emprego generalizado dos sistemas portateis de medi¢do de fotossintese,
as Unicas pesquisas relacionadas com estimativas da condutancia estoméatica por meio de dados
anatomicos foram basicamente aquelas relacionadas com as estimativas da condutdncia
maxima ao vapor de agua. E, nesses casos, o problema que se apresenta ¢ justamente aquele
anteriormente mencionado que se refere ao valor do coeficiente de difusdo molecular do vapor
de agua no ar livre que, em principio, tem-se estabelecido um valor padronizado para a
temperatura de 25°C e pressdo de 101,3 kPa (DS), da ordem de 2,49 x 10° m? s(FRANKS;
FARQUHAR, 2001; MURRAY et al., 2020; XIONG et al., 2017). Entretanto, em alguns casos
outros valores sdo apresentados; por exemplo, igual a 2,82 x 10 m? s”! para a temperatura de
25°C sem mencionar a pressio (OUYANG et al., 2017), igual a 2,43 x 10° m? s! para a
temperatura de 21°C sem mencionar a pressio (FANOURAKIS et al., 2015), igual a 2,3 x 107
m? s”! sem mencionar a temperatura e a pressdo (QUIRK et al., 2013), sem que se dé a devida
explicacdo de onde esse valor foi obtido e porqué difere do anterior, o que j& suscita dividas
acerca da exatidao do método de determinacao dessa variavel.

Apesar de quase nunca serem consideradas, ha corregdes para esse valor do coeficiente
de difusdo molecular do vapor de agua em funcdo exclusivamente da temperatura
(LUSHNIKOV et al., 1994) ou em func¢do da temperatura e da pressdao (JONES, 2013). H4 de
se notar que, se nenhuma corre¢ao for empregada ou de acordo com a corre¢do a ser empregada,
novos e diferentes valores para a variavel sdo obtidos para as mesmas condi¢des ambientais, o
que igualmente contribui para aumentar as dividas sobre quao exato ¢ o valor utilizado e o
quanto a possivel diferenca entre ele e aquele que deveria ser o verdadeiro afetam o valor da
condutincia estomatica ao vapor de dgua que se calcule a partir dele.

Como D, se refere ao processo de difusdo do vapor de agua no ar livre, COWAN;
MILTHORPE, (1968) sugerem uma correcao para o processo de difusdo através dos poros
estomaticos. Esses autores consideram que o valor do coeficiente de difusdo do vapor de agua
através de estdmatos quase fechados ¢ da ordem de 67% do seu valor no ar livre e em estdmatos
abertos, 90%; sem qualquer corre¢do prévia pela temperatura e pressdo reinantes. A corre¢ao
que apresentam se deve ao fato de que nos poros estomaticos hé que se considerar a colisao de
moléculas de CO,, vapor de agua e demais constituintes do ar entre si, a colisdo dessas
moléculas com as paredes celulares das células oclusivas e o efeito do gradiente de pressao
através do poro estomatico que fazem variar a magnitude desse coeficiente (LEUNING, 1995).

Existe ainda outro aspecto que compromete as medicdes do intercambio gasoso com
os sistemas portateis de medicao de fotossintese, que € o fato de que esses equipamentos

trabalham com um valor fixo de condutancia da camada limite foliar ao vapor de agua (gyp) ),



que ndo ¢ necessariamente similar ao dos ambientes naturais em que as plantas avaliadas se
encontram; e quanto maior for essa diferenga, tanto maior serdo aquelas entre os valores das
variaveis do intercAmbio gasoso medidos instrumentalmente e os que efetivamente estao
ocorrendo no ambiente natural. Os ajustes pés-medigao exigem a compreensao de como realiza-
los, o que geralmente depende de uma medi¢do direta paralela da variavel sob as mesmas
condi¢des de temperatura e pressao. H4 métodos para isso, como por exemplo, o descrito por
(JARVIS, 1971), que envolve a medicao da umidade do ar dentro da camara de medi¢ao do
aparelho, da temperatura e da taxa de evaporagao de dgua num papel de filtro saturado que
simula uma folha. Mais recentemente, introduziu-se um método envolvendo um ciclo de
aquecimento e resfriamento aplicado a uma réplica de folha de formato semelhante, resultando
em uma mudanca exponencial de temperatura (JONES, 2013). A partir dessa resposta de
temperatura, a gy’ pode ser derivada usando-se a inclinagio da curva. E claro que esses métodos
nao sdo comumente usados pelos pesquisadores que conduzem medic¢des de troca gasosa foliar
com sistemas portateis de medicdo de fotossintese. Em vez disso, muitos aceitam o erro
potencial presente em suas medi¢des € outros nem mesmo estdo cientes do fato.

Devido a diferente espessura da camada limite e temperatura na superficie sélida, onde
ocorrem fluxos laminares e turbulentos perpendiculares a superficie, hda um consenso para lidar
com a camada limite como tendo uma representagdo adequada ou equivalente de uma espessura
média de ar ndo agitado sobre toda a superficie solida (o). Apesar de sua complexidade,
existem formulacdes matematicas diretas e valiosas para estimar ¢, e a correspondente
condutancia dessa camada limite para os gases. Essas estimativas dependem principalmente da
forma e tamanho do objeto (ou da folha) e da velocidade do vento (LEIGH et al., 2017). De
acordo com o principio da similaridade, a espessura da camada limite calculada para
transferéncia de calor também se aplica a transferéncia de matéria (JONES, 2013; NIKLAS,
K.J.; SPATZ, 2012; NOBEL, 2020). Em concluséo, no nivel da folha, a g; ¢é tratada em um
sistema onde os fluxos de gas dentro da camada limite sdo realizados por difusdo molecular.
Além deste ponto, as condutancias sdo uma questdo de micrometeorologia, e outros conceitos
adequados devem ser empregados. A primeira ¢ a condutancia da superficie, que estd
relacionada as propriedades da superficie e ¢ imposta por ela mesma (como vegetagao, solo ou
corpos de agua). Nesse contexto, a condutancia da superficie inclui as camadas limite
estomatica e foliar e uma camada atmosférica em que ambos os processos — turbulento e laminar
— ocorrem até um certo ponto em que a superficie ndo afeta mais a difusdo de gases. Além desse

ponto, ocorre a condutidncia aerodinamica, representando a eficiéncia da atmosfera em



transportar essas quantidades verticalmente como uma propriedade do ar acima da superficie e
a sua condicao turbulenta.

Além das limitacdes relativas ao uso dos sistemas portateis de medi¢ao de fotossintese
relacionadas com o trato da g}/, € preciso ainda mencionar a total negligéncia em relagdo a essa
variavel em alguns trabalhos. Para desconsiderar o efeito da g;' no computo da conduténcia
total ao vapor de agua (g/”) € preciso que ela seja suficientemente grande para permitir que nao
haja diferenca significativa entre g}’ e a condutancia estomatica ao vapor de agua (gyg").

Um claro exemplo ¢ o do célculo da condutancia foliar minima (gmi», sSoma da
transpiragdo cuticular e através de estomatos parcialmente fechados). O método correntemente
empregado para acessar a gmin € 0 mass loss of detached leaves (MLD), que consiste em destacar
a folha da planta e monitorar sua perda de peso ao longo do tempo. Um artigo relacionado a
esse método em que os autores compilam informagdes de varios outros, que refletem o efeito
de ndo se levar em consideracdo a camada limite da folha no célculo da gyuin, ¢ 0 de DUURSMA
et al., (2019). Dentre os autores citados nesse trabalho, Anfodillo et al. (2002) mencionam que
usaram ventiladores para eliminar o efeito da camada limite da folha; contudo, a velocidade do
vento por eles empregada, de 3 m s™!, é insuficiente para isso, como serd demonstrado nos
resultados deste trabalho.

Ha, contudo, razdes para que existam tantos artigos nos quais a g, nao tenha sido
considerada tenham sido publicados e em vdrias revistas cientificas importantes; ainda que seus
proprios autores ndo as tenham mencionado explicitamente. E preciso que esse esclarecimento
seja feito, sobretudo para demonstrar a magnitude dos erros que se aceitam em termos dos
calculos das condutincias total e das taxas transpiratorias correspondentes, quando gy é
desconsiderada. Sem esse esclarecimento, o efeito multiplicador das informagdes incompletas
que ficam disponiveis nos artigos cientificos lidos pela comunidade académica e, sobretudo,
pelos mais jovens e inexperientes, concorre para promover nesses leitores o falso entendimento
do processo de intercambio gasoso.

E de conhecimento geral que a g% ¢ afetada por intimeros fatores, dentre os quais a luz,
a concentracdo atmosférica de CO2 e o estado hidrico da planta figuram como os principais
(BONO et al., 2001; DRIESEN et al., 2020). Em geral, sdo exatamente diferentes niveis desses
fatores os tratamentos mais empregados nos trabalhos de pesquisa que requerem a analise de
uma ampla faixa de valores de g¢’. Por outro lado, ¢ igualmente interessante observar que além
daquilo que ja se sabe, existem ainda outros fatores potenciais que eventualmente podem afetar

a g¢’e de uma forma inédita e, em alguns casos, até mesmo contrariando alguns pressupostos



jé estabelecidos como verdadeiros. Esse € o caso, por exemplo, do que se apresenta no trabalho
de LOBO et al., (2023). Esses pesquisadores demonstraram que, ao contrario do que muitos
consideravam como falso, a g¢’¢ sim afetada pelo déficit de pressao de vapor entre a folha e o
ar adjacente, pelo menos em algumas espécies, de maneira que o fenomeno nao pode ser
generalizado.

Sabe-se que, dentre os problemas que a salinidade pode determinar nas plantas, esta a
interferéncia no seu estado hidrico, reduzindo a disponibilidade de 4gua do solo para o sistema
radicular devido ao seu efeito osmotico na solugdo do solo (MEDEIROS et al., 2012;
MORALES et al., 2001; VIOL et al., 2017). Nesse sentido, a salinidade pode ser um fator
adicional aqueles anteriormente mencionados e que, dada sua importancia agrondmica, torna-
se relevante para avaliar seu efeito sobre a g¢’. De igual importancia figura o acido jasmonico.
Em alguma medida, tem sido encontradas evidéncias de que os jasmonatos podem
potencialmente atenuar o efeito da salinidade em algumas plantas (DELGADO et al., 2021;
DEUNER et al., 2015).

Praticamente em todos os trabalhos relacionados com a determina¢do da condutancia
estomatica a partir de variaveis anatomicas, se trabalha com plantas que apresentam estdmatos
somente em uma das faces do limbo foliar e, em alguns casos, ndo ¢ mencionado se as plantas
sdo, ou ndo, anfiestommaticas. Obviamente que ¢ muito mais simples trabalhar com plantas
com estdbmatos em apenas uma das faces. Nas medicdes instrumentais da condutincia
estomatica, o valor obtido sempre representa o total foliar. Apenas recentemente (MARQUEZ
et al., 2023), estabeleceu um protocolo para discriminar a contribuigdo relativa dos estomatos
na face adaxial e na abaxial no intercaimbio gasoso.

O tomateiro ¢ uma espécie agrondmica de grande importancia econdomica e, dentre as
cultivares existentes, o tomate Micro-Tom se apresenta como um material vegetal
extremamente util nas pesquisas cientificas. O fato de que a salinidade ¢ um problema potencial
para o cultivo de hortalicas como o tomate, aliado ao fato de que o tomate apresenta estdmatos
em ambas as faces do limbo foliar, justifica plenamente a condu¢do de um experimento no
contexto da pesquisa proposta por este trabalho cientifico.

Diante do exposto, foram duas as perguntas cientificas que determinaram a realizagao
deste trabalho cientifico: (1) serd que ha alguma diferenca significativa entre os valores da
condutancia estomatica ao vapor de 4gua medida instrumentalmente e a estimada por meio de
medidas anatémicas e, se sim, a que se deve? (2) em que medida a condutancia da camada

limite foliar pode ser desconsiderada nas medi¢des do intercambio gasoso nas plantas?



Assim, as hipéteses testadas, por consequéncia, foram respectivamente: (1) sim, ha
uma diferenga entre os valores da condutincia estomdtica ao vapor de dgua medidas
instrumentalmente e por meio de varidveis anatdmicas, porém, essa diferenca se deve
majoritariamente aos erros cometidos na determinagao destas ultimas e (2) as condigdes em que
se pode ignorar a condutancia da camada limite foliar na determinac¢do da condutancia total ao

vapor de agua sdo incomuns.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Contribuir com informagdes experimentais para o acumulo de evidéncias de que ha
necessidade de uma revisdo acerca dos valores do coeficiente de difusdo molecular do vapor de
agua através dos estdmatos e de que a condutancia da camada limite foliar ndo pode ser

desconsiderada nas determinacdes do intercdmbio gasoso das plantas.

1.1.2. Objetivos Especificos

Verificar a possibilidade de se obter uma faixa suficientemente ampla de valores de
condutancia estomatica em folhas de tomate cultivar Micro-Tom em fun¢dao de diferentes
tratamentos de salinidade do substrato de cultivo e emprego de metil jasmonato.

Avaliar a qualidade dos dados anatomicos para estimar os valores das condutancias
estomaticas a partir deles, comparando-os com os valores obtidos instrumentalmente.

No caso de que as variaveis anatdmicas nao permitam estimar valores coerentes de
condutancia estomatica, avaliar a magnitude das diferencas entre os valores da condutancia
estomatica tedrica maxima possivel produzidas empregando-se as diferentes aproximagdes para
o coeficiente de difusdo molecular do vapor de dgua através dos estdmatos utilizadas na
literatura.

Avaliar em que condi¢des experimentais a condutancia da camada limite foliar pode
ser desconsiderada na determinagdo da condutincia total ao vapor de agua na folha e se essas

condi¢des sao normais ou excepcionais.



Avaliar a magnitude dos erros cometidos nos célculos da condutancia estomatica e da

taxa transpiratoria quando a condutancia da camada limite ¢ desconsiderada.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Tomate Micro-Tom

Dentre as hortaligas mais cultivadas e economicamente importantes em todo o mundo,
o tomate se destaca como uma das espécies mais relevantes. O tomate (Solanum lycopersicum
L.) ¢ uma planta da familia das solanaceas e dicotiledonea, originaria do centro da América do
Sul, mais precisamente na regido andina (Peru, Bolivia e Chile), onde varias espécies silvestres
ainda podem ser encontradas em suas formas primitivas (BRANDAO FILHO et al., 2018;
CARVALHO etal., 2011; DAM et al., 2006).

Entretanto, assim como as demais hortali¢as, o tomate também ¢ suscetivel ao estresse
causado pela salinidade. Atualmente, para fins de pesquisas cientificas, o tomate cultivar Micro-
Tom, que originalmente foi desenvolvida para fins ornamentais tem sido amplamente
empregada (BAE et al., 2021; SCOTT; HARBAUGH, 1989). Esta cultivar ¢ especialmente
utilizada por ser um material ando, com 10 a 20 cm de altura, que requer pouco espago fisico
para seu cultivo, possui um ciclo de vida precoce de 70 a 90 dias, produz frutos com sementes
vidveis e conta com uma série de mutantes e materiais geneticamente modificados (FLORES
etaL,2016;hLARTfetaL,2006;h4EISSbHHKetaL,1997;S}HBQNDAetaL,2016)

Além disso, o tomateiro possui diversas caracteristicas interessantes, como frutos
carnudos, crescimento simpodial e folhas compostas, que ndo sdo encontradas em outras
plantas-modelo, como a Arabidopsis (KIMURA; SINHA, 2008). Todavia, esses fatores
contribuem para uma coleta rapida de dados e a caracterizagcdo dos efeitos de determinados
produtos sobre o desempenho vegetal, constituindo assim um material de estudo ideal para a
adaptacdo da planta em diferentes condigdes ambientais € de manejo (MARTINAZZO et al.,
2015).

Devido a sua importancia como alimento, o tomate tem sido cultivado com o objetivo
de aprimorar a produtividade, a qualidade dos frutos, a resisténcia a patégenos e tolerancia aos
estresses bioticos e abioticos (CARVALHO et al., 2011; CHOI et al., 2022; FLORES et al.,
2016; HOU; TSUDA, 2022; KIMURA; SINHA, 2008; YANG et al., 2012) Portanto, a
combinagao dessas caracteristicas torna o tomate ndo apenas uma cultura vital do ponto de vista
econdmico, mas também um modelo valioso para pesquisas cientificas visando melhorar a
resisténcia e a produtividade das plantas em diferentes condi¢cdes ambientais (LOPES et al.,

2023).



2.2. Acido Jasménico

As plantas estao expostas a diversos fatores de estresse (MAIA; MORAES, 2015), o
que afeta seu crescimento e desenvolvimento (DELGADO et al., 2021). Recentemente,
somaram-se evidéncias de que os denominados jasmonatos (JAs), um grupo bioativo derivado
de 4cidos graxos que inclui o JA e seu metil-ester, metil jasmonato (MeJA), originalmente
associados a sinalizacdo de rotas metabolicas de defesa das plantas, sobretudo contra a
herbivora e a infecgdo por patdogenos, também podem aumentar a tolerancia das plantas ao
estresse salino (DELGADO et al., 2021; DOMBROWSKI, 2003). Além disso, as plantas sdao
organismos dindmicos que respondem ao ambiente e se ajustam a ele (ANFANG; SHANI,
2021). Essa interacdo e as respostas subsequentes sao mediadas por hormonios vegetais, um
pequeno grupo de moléculas sinalizadoras organicas (CREELMAN; TIERNEY; MULLET,
1992), que interagem em varios niveis para regular o crescimento, desenvolvimento e
senescéncia das plantas, além de induzirem resisténcia sistémica e resposta ao ambiente
(ECKER; DAVIS, 1987; GOMI, 2020; LI et al., 2004). Essas fung¢des incluem o alongamento
e a divisdo celular, a diferenciagdo vascular, a formag¢ao de raizes ¢ a dominancia apical
(DAVIES, 2010; LJUNG et al., 2002).

Portanto, os hormonios vegetais sdo moléculas enddgenas essenciais e sinais
envolvidos na regulagdo do desenvolvimento e na tolerancia das plantas a diversos estresses,
incluindo o estresse salino (RYU; CHO, 2015; SU et al., 2020). No entanto, os hormdnios mais
estudados incluem acido abscisico, auxina, brassinosteroides, citocinina, etileno, giberelina,
acido jasmonico, acido salicilico e estrigolactona (ANFANG; SHANI, 2021; SULIMAN et al.,
2020). Além disso, a aplicagdo de reguladores de crescimento vegetal, como o dcido jasmonico,
¢ uma abordagem eficaz para melhorar a tolerancia a salinidade das culturas (SHAHZAD et al.,
2018).

Os JAs sao moléculas de sinalizagdo criticas em varios processos de desenvolvimento
e defesa de plantas em resposta a salinidade (DELGADO et al., 2021). A via dos JAs consiste
basicamente na biossintese, sinalizagdo, catabolismo e resposta associadas a esses compostos,
com informacdes obtidas principalmente em Arabidopsis e sao oxilipinas, cuja biossintese se

inicia nos plastideos (DELGADO et al., 2021; GOMI, 2020).
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2.3. Salinidade como Fator Ambiental

A salinidade, que ¢ a acumulag@o excessiva de sais na solu¢do do solo ou na dgua de
irrigacao, pode limitar o crescimento e desenvolvimento das plantas, especialmente em regides
aridas e semiaridas (ACOSTA-MOTOS et al., 2015, 2017, ANDRADE FIGUEIREDO et al.,
2019; CRUZ et al., 2006; DIAS et al., 2011; LEIVA-AMPUERO et al., 2020; OLIVEIRA;
OLIVEIRA; SILVA, 2019; PAULUS et al, 2012; SANTOS JUNIOR et al, 2023;
WILLADINO; CAMARA, 2010; YANG; GUO, 2018a; ZORB; GEILFUS; DIETZ, 2019b).
Nestas regioes, o acimulo de sais soluveis no solo dificulta a absor¢cdo de agua pelas raizes,
resultando em estresse hidrico e i0nico para as plantas (DELGADO et al., 2021; HOFFMANN
etal., 2021; ZORB; GEILFUS; DIETZ, 2019a). Nesse contexto, a qualidade da 4gua utilizada
na irrigagdo tem sido um dos principais limitantes na produgao de tomate (DELGADO et al.,
2021; MUNNS; TESTER, 2008; VIOL et al., 2017).

As baixas precipitacdes pluviométricas, a drenagem insuficiente e a utilizacdo de dgua
de baixa qualidade induzem a formacao de solos com alta concentragdo de sais (PEDROTTTI et
al., 2015). Quando a concentragdo atinge 40 mM de NaCl, um solo ¢ considerado salino,
gerando uma pressdo osmotica de cerca de 0,2 MPa e reduzindo significativamente os
rendimentos da maioria das culturas (MEDEIROS et al., 2012; MUNNS; TESTER, 2008).

A salinidade causa problemas osméticos e idnicos nas plantas (DARKO et al., 2019;
GUO et al., 2022; MUNNS; TESTER, 2008; YANG; GUO, 2018b).Porém os sais, sendo
osmoticamente ativos, reduzem o potencial hidrico do solo, interferindo na disponibilidade de
agua para as plantas e afetando negativamente seu estado hidrico (MORALES et al., 2001;
MUNNS, 2005; ROMERO-ARANDA; SORIA; CUARTERO, 2001). Fisiologicamente, a
salinidade impacta as relagdes hidricas das plantas, tanto pela redugdo da disponibilidade de
agua para absor¢ao pelo sistema radicular, causada pelo efeito osmotico da solug@o do solo ou
nutritiva, quanto pelo efeito idnico. Nesse ultimo caso, o fon Na" é absorvido em maior
quantidade do que o Ca?" e o K*, enquanto o ion CI” ¢ mais absorvido do que o NO3 (ALVES
et al., 2018; ASADA et al., 2000; CAVALCANTE; REBEQUI, 2013; GUO et al., 2022;
PARVIN et al., 2019; REHMAN et al., 2021; TAIZ; TAIZ, 2017; WU et al., 2019; ZHAO et
al., 2020).

Dentre as varias alteragdes anatOmicas causadas pela salinidade, observa-se a
lignificacdo das paredes celulares (OURIQUE, 2010), o aumento da espessura do mesofilo
foliar (LONGSTRETH; NOBEL, 1979; MUNNS, 2002), e das estrias de Caspari, promovendo
a redugdo do transporte de ions de Na" pela via apoplastica (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
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2009), a acumulagdo de cristais de oxalato de calcio nas células (HUNSCHE et al., 2010), a
diminui¢ao do niimero de células do xilema e floema e a desorganizagdo no arranjo dessas
células (HU; FROMM; SCHMIDHALTER, 2005). Além disso, as membranas celulares sao
consideradas alvos primarios dos estresses ambientais, sendo os locais onde os estimulos
ambientais sdo detectados, desencadeando respostas aclimativas (NIU; XIANG, 2018;
OSMONT; SIBOUT; HARDTKE, 2007; RUELLAND et al., 2015).

Outro efeito secundario do estresse salino € o estresse oxidativo, que ocorre quando ha
um desequilibrio entre a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e a defesa
antioxidante. Isso resulta em dano oxidativo de macromoléculas e, posteriormente, da estrutura
celular (ACOSTA-MOTOS et al., 2015; ASHRAF; HARRIS, 2013; HERNANDEZ et al., 1993;
MENEGUZZO; NAVARI-IZZO0; 1ZZ0, 1999; MITTOVA et al., 2004).

No entanto, os efeitos da salinidade no crescimento das plantas podem ser especificos,
sendo que a tolerancia ao sal esta correlacionada com a estimulag@o de enzimas antioxidantes
e a maior capacidade de remo¢do de EROs (MORALES GUEVARA et al., 2012;
TARCHOUNE et al., 2010). Porém, na maioria das espécies, com o aumento da salinidade, as
folhas podem ser danificadas na epiderme, no meséfilo e nas células paligadicas
(LONGSTRETH; NOBEL, 1979).

O desequilibrio nutricional causa danos indiretos, como a reducdo da condutancia
estomatica, a diminui¢gdo da taxa fotossintética, a alteracdo na condutividade hidraulica das
raizes e na transpiragdo, além de causar abscisdo foliar, afetando negativamente a taxa de
crescimento das espécies vegetais (DIAS; BLANCO, 2010; MUNNS, 2002; ROMERO-
ARANDA et al., 1998). Entretanto, os principais sintomas fisiologicos da salinidade nas plantas
sdo a reducdo da taxa fotossintética, a transpiragdo e a respiragdo excessivas. Ocorre também a
diminui¢do da assimilagdo de CO., da condutancia estomatica e da transpiracdo, devido ao
estresse provocado pelo excesso de fons (HERNANDEZ et al., 2001; PARIDA; DAS, 2005;
SALMAN GULZAR; KHAN; UNGAR, 2003).

A clorofila € o principal pigmento fotossintético, e sua quantificacdo reflete na taxa
fotossintética (MAO et al., 2007). Mas, o teor de pigmentos pode fornecer informagdes sobre o
desempenho fisioldgico e a capacidade fotossintética das folhas, bem como a manifestacdo de
estresse ou doengas (ESPANA-BOQUERA; LOBIT; CASTELLANOS-MORALES, 2010).

As modificagdes anatdmicas nas folhas incluem um aumento do parénquima
palicadico e dos espacos intercelulares, além da diminui¢do do parénquima esponjoso, servindo
para facilitar a difusdo de CO; em situagdes de abertura estomadtica reduzida (ACOSTA-

MOTOS et al., 2017). Em estudos com genotipos de abdbora, foi relatado que o teor de clorofila
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diminuiu significativamente em todos os gendtipos submetidos ao estresse salino (100 mM de
NaCl por 7 dias) (SEVENGOR et al., 2011). Porém, no tratamento de salinidade do Micro-
Tom, em duas semanas, foi observada uma reducao de 43% na gs com 160 mM de NaCl, ao
passo que em oito (8) semanas foi verificada uma diminuicao da gs a partir de 40 mM, atingindo
uma reducao de 63% nas plantas de tomate (LEIVA-AMPUERO et al., 2020).

Em estudos realizados com plantas de Micro-Tom, constatou-se que elas se adaptaram
ao estresse salino reduzindo a area foliar, a condutancia estomatica e minimizando a perda de
agua pela transpiracdo, o que levou a uma redugdo na taxa fotossintética, especialmente apos
duas semanas de tratamento com 150 mM de NaCl (BACHA et al., 2017).

A condutancia estomatica ¢ uma medida da facilidade com que os gases (vapor de agua
e CO») se difundem do interior das folhas para a atmosfera adjacente a mesma, considerando
um dado gradiente de concentragdo desses gases entre a folha e essa atmosfera adjacente (a
camada limitrofe) (BONAN, 2019). Por outro lado, a condutancia difusiva total de uma folha ¢
a soma das condutancias da camada limite e estomatica (ROTH-NEBELSICK, 2007). Assim,
a condutancia estomatica controla, em certa medida, as taxas de assimilacdo do CO3
(fotossintese) e da perda de vapor de 4gua (transpiragdo), por meio do controle da abertura de
poros microscopicos chamados estomatos, presentes nas partes aéreas das plantas,
principalmente na superficie das folhas (BUCKLEY, 2019; FARQUHAR; SHARKEY, 1982;
JONES, 1998, 2013; MURRAY et al., 2020).

Os estomatos desempenham um papel crucial no equilibrio das trocas gasosas entre as
partes aéreas da planta e a atmosfera. Eles sdo fundamentais para a fotossintese, a transpiragao
e o transporte de solutos no xilema, além de contribuirem para a dissipagdo de energia e a
estabilidade térmica das plantas (FEITOSA et al., 2016; PACHECO; LAZZARINI;
ALVARENGA, 2021; TAIZ; TAIZ, 2017). Porém, as condi¢cdes ambientais regulam aspectos
anatomicos e fisiologicos das plantas, permitindo que elas se ajustem para continuar seu
crescimento e desenvolvimento (PREVIL, 2021). Contudo, fatores como temperatura, umidade
relativa do ar, intensidade da luz e concentragdo de CO; ao redor das folhas influenciam o
nimero de estomatos presentes nelas (PACHECO; LAZZARINI; ALVARENGA, 2021).

A difusdo de gases pelos estdmatos segue a lei de Fick, que descreve o fluxo de um
gas de uma regido de alta concentragdo para uma de baixa concentragdo. Os coeficientes de
difusdo de vapor de dgua e CO: diferem devido as propriedades fisicas distintas desses gases,
afetando a taxa de difusdo através dos estomatos (JONES, 2013; NOBEL, 2009; SLATYER;
SHMUELI, 1967). No entanto, a difusdo do vapor de dgua através dos estomatos ¢ 1,6 vezes

maior que a do CO: e, a perda transpiracional de 4gua da folha ¢ um compromisso caro, mas
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inevitdvel, entre o ganho fotossintético e a produtividade das plantas (FARQUHAR;
SHARKEY, 1982; LEUNING, 1995). Do outro lado, uma baixa condutancia estomatica limita
a taxa de assimilagdo ao restringir a difusao de CO» na folha (LAWSON; BLATT, 2014). Dois
aspectos importantes decorrentes da transpiragdo sao que a evaporagao da agua no interior da
folha consome calor latente da massa foliar e que essa energia ¢ dissipada para fora da folha
quando o vapor de agua ¢ perdido na atmosfera, o que leva a efeitos de resfriamento que
diminuem a temperatura dos locais de evaporagao para cerca de 0,1 a 0,4°C (LAWSON;
BLATT, 2014; YIANOULIS; TYREE, 1984).

O mecanismo de transporte de gas nas folhas geralmente ocorre por difusdo, exceto
em folhas anfiestomaticas, onde existe a possibilidade de transporte gasoso por fluxo de massa
(BACA CABRERA et al., 2021; YIANOULIS; TYREE, 1984). Além disso, os estdmatos
permitem que as plantas regulem a transpiracdo (FARQUHAR; SHARKEY, 1982;
HETHERINGTON; WOODWARD, 2003). E os espagos de ar internos, através dos quais
ocorre a difusdo gasosa, tém formato irregular e geometria complexa, sendo que um grande
nimero de estdmatos ¢ conectado pela interligagdo de regides cheias de gas dos espacgos
subestomaticos (JONES, 2013; YIANOULIS; TYREE, 1984). Portanto, a difusao em folhas
inteiras ¢ descrita em termos de algumas resisténcias de difusdo, como a resisténcia da camada
limite, da cuticula, dos estdomatos e dos espagos aéreos do mesofilo (SLATYER; SHMUELLI,
1967).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal e Condicdes de Cultivo

A pesquisa foi conduzida nas instalacdes da Universidade Federal de Mato Grosso,
Campus de Cuiabd (Cuiabd, Mato Grosso, Brasil; 15°36'39" S, 56°3'54" W). A casa de
vegetacdo (Figura 2) esta equipada com um sistema automatico de circulacao for¢ada de ar e
controle de temperatura, mantido a 25°C + 2°C durante todo o experimento, que foi conduzido

de maio a dezembro de 2024.
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Figura 1. Municipio de Cuiaba/MT Figura 2. Casa de Vegetacdo, local onde
foi conduzido o experimento

O tomate (Solanum lycopersicum L., Solanaceae) cultivar Micro-Tom foi utilizado
como material vegetal da pesquisa. As sementes foram plantadas em um vaso de cultivo com
capacidade de 0,5 L, contendo substrato de cultivo. A base do vaso foi selada para evitar a
lixiviagdo ou infiltracdo da solugdo salina durante a rega, mantendo-se assim confinado no
proprio vaso o efeito da salinidade nos diferentes tratamentos.

Aos 21 dias apds a semeadura, metade das plantas foram submetidas a pulverizagio
até o ponto de escorrimento com MeJA na concentracdo de 100 uM; considerando que esse
fitormonio tem efeito potencial na atenuacdo do estresse salino nas plantas (DELGADO et al.,
2021).

Para induzir diferentes condigdes de abertura estomatica, aos 23 dias apds a semeadura
aplicou-se diferentes tratamentos de salinidade: 0,0; 15,0; 30,0 e 45,0 mM de NaCl,

concentragdes essas definidas para o volume de substrato no vaso de cultivo.
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3.2. Determinac¢ao Instrumental da Condutiancia Estomatica ao Vapor de
Agua

Todas as determinacdes foram realizadas no estadio de pré-floracdo das plantas, aos
50 dias apds a semeadura, empregando-se a primeira folha totalmente expandida no sentido do
apice para a base.

As determinagdes instrumentais da condutancia estomatica ao vapor de agua (gu)
foram realizadas com o emprego de um sistema portatil de medi¢ao de fotossintese modelo LI-
6400XT, ajustado para uma densidade de fluxo fotossinteticamente ativo de 1000 umol m? s,

concentra¢io atmosférica de CO2 de 400 umol mol’!, temperatura do ar de 30°C e umidade

relativa do ar entre 50 e 60% (BIOSCIENCES, 2012).

3.3. Determinacio da Condutincia Estomatica ao Vapor de Agua por Meio

de Variaveis Anatomicas

3.3.1. Calculo da Condutincia Estomatica a partir dos Diferentes Valores de
Coeficiente de Difusio Molecular do Vapor de Agua Correntemente

utilizados

Imediatamente apos a medi¢do instrumental do intercambio gasoso, no mesmo ponto
em que a camara de medicao foi acoplada a folha, tomou-se a impressao epidérmica das faces
abaxial e adaxial, de acordo com o método proposto por BASTOS SEGATTO et al., (2004).
Para isso, foram empregadas duas laminas microscopicas onde se depositou previamente uma
gota de cianocrilato (Loctite®) em cada uma delas, forgando-as contra o limbo foliar para obter
a impressdo epidérmica na cola. Essas laminas foram utilizadas para a determinagdo
microscopica da frequéncia estomatica (F;) e das dimensdes lineares dos didmetros da maior e
menor largura do ostiolo para a estimativa da area de abertura do poro estomatico (A,)
considerando-o como uma elipse; e de sua profundidade (Ls), por meio de uma relagao
alométrica com o maior didmentro do ostiolo (du), em que a profundidade ¢ a sua quarta parte,
aproximadamente (MILLA; DE DIEGO-VICO; MARTIN-ROBLES, 2013). O raio médio do
poro estomatico (75) foi obtido a partir da média geométrica entre os raios maior (717) € menor

(m) da elipse do ostiolo.
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A determinacdo da condutancia estomatica a partir dos dados anatdomicos foi realizada
considerando trés aproximagoes: (1) utilizando-se o valor do coeficiente de difusdo molecular
do vapor de dgua no ar padronizado para a temperatura de 25°C e 101,3 kPa de pressdo (D2),
que é igual a 2,49 x 10° m? s™'; (2) utilizando-se a aproximacgdo de Cowan e Milthorpe (1968),
que consideram que estdmatos quase fechados apresentam abertura igual a 5% da maxima
possivel e para esse caso, o valor correspondente do coeficiente de difusdo do vapor de dgua
nos estomatos ¢ igual a 67% de DJj; ja os estomatos totalmente abertos tém um valor de 70%
da sua abertura maxima possivel, com um coeficiente da ordem de 90% de DJ,, neste caso
empregando-se para essa variavel o simbolo (D$%M) e (3) utilizando a corregdo do valor de D,
para a temperatura e pressao do ambiente (Equagdo 1) e a aproximagdo de Cowan e Milthorpe
(1968), neste caso empregando-se para essa variavel o simbolo (Dey,).

O valor de D? foi ajustado para as condigdes atuais de temperatura da folha ¢ da
pressdo atmosférica obtidas com o sistema portatil de medi¢ao de fotossintese, de acordo com

a Equagdo 1 (JONES, 2013).
T p° ~
D, = D& x (—) X (—) (Equagéo 1)

Em que: D), = coeficiente de difusdo molecular do vapor de 4gua no ar ajustado para
a temperatura da folha e a pressdo atmosférica (m?s™), DS = coeficiente de difusdo molecular
padronizado para a temperatura de 25°C (298,15 K) e pressdo atmosférica de 101,3 kPa (2,49
x 10° m? s!), T=temperatura atual da folha (K), 7° = temperatura padrio, de 25°C (298,15 K),
P° = pressao atmosférica padrao (101,3 kPa), P = pressao atual (kPa).

O valor da drea maxima de abertura dos estomatos das faces abaxial (4o1*’) e adaxial
(Ao ?) das folhas foram calculados considerando a area de um circulo de raio igual & metade
do maior didmetro do poro estomdtico, uma aproximacao similar a utilizada por (FRANKS;
FARQUHAR, 2007; MILLA; DE DIEGO-VICO; MARTIN-ROBLES, 2013).

A partir das medicdes anatdmicas e das correcdes para a obtengcdo do coeficiente
efetivo de difusdo do vapor de 4gua através dos estomatos, foi realizado o célculo da

condutancia estomatica ao vapor de agua (gy/,), de acordo com as Equagdes 2 e 3 (FRANKS;

FARQUHAR, 2001).
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w D XF, XA, P
Isatouz = X
L;+ E, RXT

(Equacao 2)

21T X
E, = ”4 i (Equagdo 3)

Em que: g1 ou2 = condutancia estomatica ao vapor de agua determinada a partir de
dados anatomicos das faces abaxial (g¥,,) e adaxial (g%,) (mol m? s), D = coeficiente de
difusdo molecular do vapor de agua através dos estomatos, de acordo com a aproximacao
utilizada (D2, DS*M ou De,), para as faces abaxial e adaxial (m? s!), Fs = densidade estomatica
das faces abaxial (Fy;) e adaxial (Fs,) (m™), 4, = 4rea do poro estomatico, ou area do ostiolo
das faces abaxial (4,,) e adaxial (4,,) (m?), Ls = tamanho da trajetéria do vapor de 4gua através
do poro estomatico, ou profundidade do poro das faces abaxial (L) e adaxial (Lg,) (m), E. =
termo conhecido como “correcdo final” (calculado usando a Equacdo 2), P = pressao
atmosférica (kPa), R = constante dos gases (0,008314 kPa m®> K'! mol!), T = temperatura
absoluta (K), r; = raio do poro estomatico, ou raio do ostiolo das faces abaxial (rg) e adaxial
(Ts2) (m).

Como a folha do tomateiro tem estomatos nas faces abaxial e adaxial, a condutancia
estomatica calculada para cada uma dessas faces do limbo foliar a partir das Equagdes 2 e 3, foi
utilizada para a determinacdo da condutancia estomatica integral da folha gy, por meio da

Equacao 4.

w w
w o Isa1 X Gsaz

9sa = (Equacgao 4)
° 9sa1 + 9saz

Em que: g¢, = condutancia estomatica ao vapor de agua determinada a partir de dados
anatdmicos considerando a folha como um todo (mol m™ s™), g% ; = condutincia estomatica
ao vapor de adgua determinada a partir de dados anatomicos considerando a face abaxial (mol
m? s1), g¥, = condutincia estomatica ao vapor de 4gua determinada a partir de dados

anatomicos considerando a face adaxial (mol m~ s™).
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3.3.2. Avaliacdo da Qualidade dos Valores da Condutiancia Estomatica

Obtida a partir das Variaveis Anatomicas

Como a condutancia estomatica ¢ uma funcao da frequéncia dos estomatos e da area
de abertura do seu poro, primeiramente realizou-se uma analise de regressao linear entre essas
medidas anatdmicas e a condutancia estomatica medida instrumentalmente, com o objetivo de
avaliar a qualidade dos dados anatdomicos. Dado a que o processo difusivo no tomateiro ocorre
em ambas as faces abaxial e adaxial e que a condutancia estomatica medida instrumentalmente
ja inclui a contribui¢do de ambas, a regressdo entre gy; e essas variaveis anatomicas (Fy e 4o)
ndo foi feita diretamente com os seus valores originais, mas sim com a fra¢do correspondente

do produto pela soma delas, ou seja,

F51XFs o Ap1XAo2 (Equagao 5)
Fs1+Fs;  Ap1t+Aop2

Em que: F;; e F,, = densidade estomatica das faces abaxial e adaxial (m?), A,; e A,,) = area
do poro estomatico, ou drea do ostiolo das faces abaxial e adaxial (m?).
A checagem da qualidade dos valores de g¥, foi realizada por meio de uma analise de
o . . Ca Cw
regressao linear entre eles e aqueles produzidos a partir das medi¢des instrumentais (gg;).
Para todos os casos analisados, uma regressao significativa e com elevado coeficiente

de determinagado é um indicativo de que os dados de g¥, produzidos sdo adequados.

3.3.3. Analise Comparativa dos Valores do Coeficiente de Difusdo Molecular

do Vapor de Agua Através dos Estomatos

No caso de que os valores de gy, fossem adequados, seria realizada uma analise
comparativa dos valores medidos instrumentalmente com os valores estimados por meio das
varidveis anatomicas, utilizando-se a ferramenta Solver do Microsoft Excel para minimizar a
raiz do erro médio quadratico entre essas variaveis, fazendo-se variar os valores dos coeficientes
de difusdo molecular do vapor de 4dgua através dos estomatos. A partir disso, se comparariam
os valores dai obtidos com aqueles empregados na literatura.

Caso contrario, se os dados de g¢, nao fossem adequados, a comparacdo a ser feita

seria outra. A partir dos dados da méaxima abertura dos poros estomaticos, calculou-se a
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condutancia estomatica maxima por meio das variaveis anatomicas utilizando os diferentes
valores dos coeficientes de difusdo molecular do vapor de agua. No primeiro caso, gg, foi
calculada considerando somente o valor de DY. No segundo caso, gg, foi calculada
empregando-se a restricdo de Cowan e Milthorpe (1968), ou seja, empregou-se o valor de D&M
No terceiro caso, além da correcdo de Dy para as condigdes de temperatura e pressao atuais,
empregou-se também a restricdo de Cowan & Milthorpe (1968) para o processo difusivo dentro
dos poros estomaticos, ou seja, gv, foi calculada empregando-se o valor de De,. Finalmente,
realizou-se tanto uma analise de regressdo dos valores de g¥, obtidos para cada combinagao

entre dois dos trés casos analisados, quanto um teste de ¢ para dados pareados entre esses

mesmos valores.

3.4. Avaliacio das Condicoes em que a Condutincia da Camada Limite

Foliar pode ser desconsiderada

Utilizou-se o banco de dados das medi¢des realizadas com o sistema portatil de
medi¢ao de fotossintese mencionado no item 3.2.

Nas medi¢des com o LI-6400XT, todas as variaveis de intercambio gasoso sdo tratadas
combinando-se os fluxos abaxiais e adaxiais. Existem trés opg¢des para calcular gj; nas
medi¢oes do LI-6400XT, de acordo com os pardmetros da Equacdo 5 (go e g;) relacionando a
camada limite de uma tnica face da folha (gy;;) a area da folha exposta na camara de medi¢do,

dependendo da velocidade da ventoinha nessa cadmara (BIOSCIENCES, 2012).

Ipi1 =S 91+ 9o (Equagio 6)

Em que: gp;; = condutancia da camada limite considerando uma tnica face da folha
(mol m? s™), s = 4rea da folha dentro da cAmara de medigio (cm?), g; = coeficiente angular da
regressio, fungdo da 4rea foliar (mol m? s' cm™), gy = coeficiente linear da regressio, fungdo
da 4rea foliar (mol m?s™).

A primeira op¢do € inserir um valor para gop e considerar que g; ¢ igual a 0. A segunda
opcao ¢ inserir valores para go € g;. A terceira op¢ao ¢ usar valores fixos de g e g; obtidos de
medicoes de papel de filtro saturado, usando um termopar de folha para medir a temperatura do

ar e a temperatura da folha computada pela solugdo interativa de balanco de energia, realizado
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pelo fabricante. Neste caso, foi escolhida essa terceira op¢do. As medi¢des foram realizadas
com uma camara foliar de 2 cm?, considerando-se a razio estomatica igual a 1,0 (porque ha
estomatos nas duas faces da folha) e um ventilador em sua velocidade maxima de 5 V. Para
essas condigdes, o manual do fabricante fornece valores de gy igual a 7,355140209198 ¢ g;
igual a -1,355140209198; o que da gp; ;igual a 4,6449 mol m s (note que a magnitude de go
e g7 estao de acordo com o manual, mas nenhuma informagao sobre a temperatura e a pressao
ambiente em que essa calibracao foi realizada esta disponivel) (BIOSCIENCES, 2012).

Este valor de gy; ;€ entdo transformado em gy; aplicando uma corre¢io devido a razio

estomatica, de acordo com a Equagdo 6, o que d4 um valor de 9,2897 mol m? s\

W_gt‘;Vux(K"'l)z

gy = T (Equagao 7)

Em que: g}); = condutancia da camada limite foliar (mol m™ s'), g}; = condutancia
da camada limite considerando apenas uma face da folha (mol m? s™), K = fracio de estdmatos
de um lado em relagao ao outro da folha (0 para estomatos presentes em apenas um lado, 1 para
estomato presentes igualmente em ambos os lados e 0,5 quando ndo se sabe ou quando apenas
um lado € majoritariamente responsavel pelo intercambio gasoso).

A abordagem utilizada neste trabalho foi a de calcular o valor de gp;, para cada um
dos casos avaliados, que tornaria a diferenca entre a condutancia total da folha obtida
instrumentalmente (g/j) e a g¢; insignificante; verificando se as condigdes para que isso
ocorresse pudesse acontecer nos ambientes naturais e que fosse experimentalmente factivel.

Para decidir qual deveria ser a magnitude do valor da diferenga entre g} e gi; que
poderia ser considerada insignificante, buscou-se a resolu¢do do analisador de gas
infravermelho (IRGA) para medigdes da concentragao do vapor de d4gua com LI-6400XT, sendo
ele igual a 0,04 mmol mol! (BIOSCIENCES, 2012). Como o LI-6400XT utiliza dois IRGAs
para realizar medig¢des de troca gasosa, considerou-se que uma diferenga de + 0,08 mmol mol
! entre duas medi¢des das concentra¢des do vapor de 4gua seria considerada insignificante
(igual a zero).

Em seguida, para cada uma das medicdes realizadas, o primeiro passo foi fazer variar
a gy de seu valor original de 9,2897 mol m™ s™! até 50,2897 mol m™ s, em incrementos de 0,1
mol m? s, Para cada um desses novos casos, a taxa transpiratoria (E) e a g{; foram recalculadas

utilizando-se a Equacgdo 7 (BIOSCIENCES, 2012; VON CAEMMERER; FARQUHAR, 1981).
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F= 1 y (wf — War)
- ( 1 1 ) (1-w) (Equagdo 8)
—wtow
9si  Ypi

Em que: E = taxa transpiratoria (mmol m? s™!), g% = condutincia estomatica ao vapor
d’4gua (mmol m™ s), gy = condutancia da camada limite foliar ao vapor de 4gua (mmol m™
s, wy= fracdo molar de vapor de d4gua na folha (mmol mol™!), w,, = fragio molar de vapor de
4gua no ar (mmol mol™!), W = valor médio das fra¢cdes molares de vapor de 4gua na folha e no
ar (mmol mol ™).

O segundo passo foi recalcular, para cada um dos novos casos obtidos a partir do
primeiro passo em que se variou gp;, a E levando-se em consideragdo os limites maximos do
erro associado a resolucdo instrumental na determinacdo das concentracdes do vapor de dgua
(£0,08 mmol mol™). Utilizou-se a Equagio 7 considerando-se tanto um aumento no déficit de
pressdo de vapor entre a folha e o ar (DPV; = wr— wa), em que wy foi alterado por wr+ 0,04 ¢
wer foi alterado por we- — 0,04; quanto uma reducdo em DPV;, em que wr foi alterado por wy -
0,04 e wg- foi alterado por wa- + 0,04. No primeiro caso, o simbolo utilizado para representar a
E em que o DPV; foi amplificado em 0,08 mmol mol™! foi E+¢s e no segundo caso, em que o
DPV; foi reduzido em 0,08 mmol mol™! foi E.9,s.

O terceiro passo envolveu o célculo da E usando g como a unica condutincia
afetando o processo (Egy;) para o DPV; original e, em seguida, a comparagdo desse valor com
os limites maximo e minimo obtidos no segundo passo. Uma vez que esse limite foi atingido
(E-0,0s < Egy; < E+0,0s), a correspondente gj; foi considerada suficientemente alta para tornar a
diferenca entre g;} e gy; insignificante. A ela se denominou de condutancia critica da camada
limite foliar (gp; crr)-

Considerando que o manual do usudrio do LI-6400XT ndo fornece explicitamente
dados sobre a velocidade do vento que atinge a folha na camara de medigao e como ela se
relaciona com a espessura da camada limite foliar (&) e com a gp;, utilizou-se as equagdes
disponiveis para calcula-la, o que € explicado nas proximas duas etapas.

No quarto passo, para o valor de gj; ..+, obtido no terceiro passo, calculou-se o valor
correspondente da gy, a partir do seu isolamento na Equagdo 7. Em seguida, para cada valor

de gp;; encontrado, calculou-se o correspondente valor de & isolando-a na Equagdo 7,
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utilizando o valor corrigido do coeficiente de difusao molecular do vapor de 4gua de acordo

com a Equagdo 1.

(Equacao 9)

Em que: gp;; = condutancia da camada limite considerando apenas uma face da folha
(mol m? s), D,, = coeficiente de difusdo molecular do vapor de 4gua no ar ajustado para a
temperatura da folha e a pressdo atmosférica (m?s™), & m) = espessura da camada limite foliar
(m), P = pressdo atmosférica (kPa), R = constante dos gases (0,008314 kPa m® K™! mol!), 7=
temperatura absoluta (K).

No quinto passo, calculou-se a magnitude da velocidade do vento ambiente tangencial
a lamina foliar (v, isolando-a na Equacgdo 8) necessaria para produzir aqueles valores de o
encontrados no quarto passo, (JONES, 2013; NIKLAS, K.J.; SPATZ, 2012; NOBEL, 2020).
Dependendo da velocidade do vento alcangada, se ela fosse muito alta e fora dos limites de
normalidade verificadas nos ambientes naturais, isso seria um indicador de que ndo seria viavel
produzir condigdes experimentais ignorando gy;. Neste caso, o comprimento médio da folha na
diregdo do vento (/) considerado foi o do didmetro da cdmara de medi¢do de 2 cm? do LI-

6400XT (ou seja, / =0,015958 m) (LEIGH et al., 2017).

Lim)

Uims1)

Op(mm) = 4 (Equagdo 10)

Em que: dpmm) = espessura da camada limite foliar (mm), /m) = comprimento médio

da folha na dire¢ao do vento (m), U(ms1) = velocidade do vento no ambiente (m s™).

Os erros cometidos no calculo de g¢; e de E quando gp; ndo ¢é levada em consideragdo
foram calculados considerando: (a) a diferenga percentual entre os valores originais de g} e
gy; e (b) a diferenga percentual entre os valores originais g¢; e de E e aqueles calculados para
0 momento em que gy; . foi alcangada. Neste segundo caso, empregou-se o mesmo
procedimento mencionado anteriormente para avaliar a diferenga entre os valores de gg,

obtidos com diferentes coeficientes de difusdo molecular do vapor de agua através dos
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estomatos. Assim, nessas comparagdes realizou-se tanto uma analise de regressdo quanto um

teste ¢ para dados pareados.
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4. RESULTADOS

4.1. Consideracoes sobre o Coeficiente de Difusdo Molecular do Vapor de

Agua Através dos Estomatos no Calculo da Condutincia Estomatica

Os tratamentos de salinidade e pulverizacdo com metil jasmonato foram eficazes para
possibilitar uma amplitude de valores de gy de 0,0206 mol m? s até 0,3851 mol m™ s™! no
tomate Micro-Tom.

A condutancia estomadtica considerando apenas uma das faces da folha ¢ afetada
diretamente pela densidade (ou frequéncia) estomatica ¢ a area média de abertura do poro
estomatico (Equacdes 2 e 3). Considerando a condutancia estomatica da folha como um todo,
essa relagdo seria equivalente a razdo entre o produto e a soma dessas variaveis (Equagdo 4).
Assim, a titulo exploratério, para avaliar quao util foi o método de avaliagdo das variaveis
anatomicas baseado na impressao das epidermes abaxial e adaxial, buscou-se avaliar a relagao
entre a condutancia estomatica medida com o sistema portatil de medicao de fotossintese gy e
a razao entre o produto e a soma das frequéncias estomaticas abaxial (F§;) e adaxial (Fs2) bem
como entre gy e a razao entre o produto e a soma das areas dos ostiolos das faces abaxial (4o1)
e adaxial (4.2), apresentando essas relagdes na Figura 3A e B, respectivamente.

Nota-se que, para ambos os casos analisados, as varidveis anatomicas flutuaram ao
redor de alguns valores de forma aleatéria ao longo das variagdes observadas de gy;e, por conta
disso, ndo se verificou uma relagao significativa entre elas.

Considerando a relagdo originalmente observada entre gy; e a calculada a partir das
variaveis anatomicas (gu,), nota-se que, a despeito dos valores dos coeficientes de

determinagdo ela foi significativa (p < 0,05; Figura 1C).
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Figura 3. Relacdes entre a condutancia estomdatica medida instrumentalmente, varidveis
anatomicas relacionadas com a frequéncia estomatica (A), varidveis anatomicas relacionadas

com a area do ostiolo (B) e a condutancia estomdtica calculada com base em dados anatomicos

(©).
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A dispersdo dos dados relacionados a anatomia em relagdo a gi; suscitaria, numa
primeira aproximagao, a possibilidade de erros associados as medi¢des do maior didmetro do
ostiolo nas faces abaxial (da) e adaxial (dar2) ou do menor didmetro do ostiolo nessas mesmas
faces (dm1 € dn2, respectivamente) ou da densidade (ou frequéncia) estomadtica, tanto da face
abaxial (Fs;) quanto da adaxial (F;2). Contudo, dada a simplicidade da tomada desses dados,
essa alternativa de erro deve ser reconsiderada, em fun¢do de uma segunda alternativa muito
mais provavel. Nesse sentido ¢ preciso considerar a possibilidade de alteragcdes da abertura
estomatica no momento exato da producao da lamina. Essa limitacao ndo pode ser descartada,
sendo esse um indicativo de que a técnica empregada da impressao da epiderme descrita por
BASTOS SEGATTO et al. (2004), para observa¢ao ao microscopio, nao tenha sido apropriada
para o tomate Micro-Tom.

Assim sendo, as determinagdes dos possiveis valores do coeficiente de difusdo
molecular efetivo do vapor de dgua através dos estdmatos bem como dos valores relacionados
com a anatomia para o calculo da condutincia estomatica obtidos por meio do processo de
otimizagdo com uso do Solver do Excel ficaram todas comprometidas, impossibilitando de se
produzir qualquer resultado satisfatorio.

Consequentemente, partiu-se para a segunda opg¢ao da avaliagdo do comprometimento
do coeficiente de difusdo do vapor de agua através dos estomatos no computo da g,
realizando-se uma analise comparativa entre os valores calculados dessa condutincia
empregando-se o valor da abertura estomatica maxima e os diferentes valores do coeficiente
utilizados amplamente na literatura.

Como se esperava, os valores de g% obtidos com DS, DM

ou De,, estdao
correlacionados entre si (Figura 4), contudo, todos diferem significativamente uns dos outros.
Verificou-se, pelo teste ¢ para dados pareados, que os valores de gy obtidos com o uso de DJ
diferem-se daqueles obtidos a partir do uso de DS&M (p = 4,30e-23), sendo estes Giltimos 10%
menores que os primeiros. Os valores de gy, obtidos com o uso de Dy, diferem-se daqueles
obtidos a partir do uso de De,, (p = 5,13e-09), sendo estes Ultimos 131% inferiores aos
primeiros. Finalmente, os valores de g, obtidos com o uso de DS*" diferem-se daqueles
obtidos a partir do uso de De,, (p = 5,93e-22), sendo estes ultimos 9,7% superiores aos
primeiros. Isso significa que o valor que se escolhe do coeficiente de difusdo molecular do

vapor de dgua através dos estdmatos, dentre os comumente empregados na literatura, ndo esta

imune a produgdo de erros no calculo das condutancias, quer sejam elas as estomadticas ou
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mesmo as da camada limite. Consequentemente, os valores de intercambio gasoso produzidos

a partir dessas informacdes estdo igualmente comprometidas com esse erro.
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Figura 4. Relacdao das condutancias estomaticas calculadas a partir de dados anatémicos entre

si, fazendo-se variar o coeficiente de difusdo do vapor de dgua através dos estomatos.
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4.2. Consideracoes sobre as Condicoes Necessarias que Permitem
desconsiderar a Condutincia da Camada Limite Foliar no Calculo da Taxa

Transpiratoria

Na Figura 5, € possivel observar que o valor da condutancia da camada limite foliar
critica para o vapor de agua [gy; ., aquela necessaria para permitir que a diferenga entre a
condutancia estomatica (g.7) e a total (g};) ao vapor de dgua ndo difiram significativamente
entre si] em alguns casos s6 pode ser obtida quando a espessura da camada limite [dpmm)] €
suficientemente reduzida para permitir isso, porém, para que essa condi¢do seja satisfeita, a

velocidade do vento ambiente tangencial & 1amina foliar que ocorre no ambiente [v(]m 5-1)] deve

ser muito alta e, nesse sentido, ndo ocorre naturalmente na natureza e inapropriada para ser

factivel experimentalmente.
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Figura 5. Velocidade do vento tangencial a folha capaz de reduzir a espessura da camada limite
foliar (A) e permitir com que a condutancia da camada limite foliar (B) seja suficientemente

alta para ser negligenciada no calculo da taxa transpiratoria.
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A partir dos dados originais, verificou-se que o erro que se comete tomando-se g;; como
sendo gy ¢ significativo (p = 6,21e-06) e de uma subestimativa que variou de 0,22% a 3,98%
(Figura 6A).

Ja considerando as diferencas entre os valores originais e aqueles obtidos para o
momento em que gp; . foi determinada, verificou-se que: (a) os valores de gp; o, foram
superiores ao seu valor original (gp;) em uma ordem de magnitude extremamente elevada
(Figura 6B), (b) os valores de g;} no ponto critico foram significativamente superiores aos seus
valores originais (p = 1,39e-05), com um incremento variavel de 0% a 0,35% (Figura 6C), (c)
igualmente, para a variavel E, a diferenca entre os valores originais e aqueles obtidos no
momento em que gp; . foi alcancada também foi significativa (p = 1,94e-06) e com um

incremento variavel de 0,22% a 4,15% (Figura 6D).
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5. DISCUSSAO

A técnica de impressdo epidérmica para obtencdo da frequéncia estomatica e das
dimensodes do estdmato para estimar a area média do ostiolo nao serviu para possibilitar estimar
a gyy. Muito provavelmente os estomatos mudam sua configuragdo no momento em que as
laminas com a impressao da epiderme sao produzidas in situ. Assim, desafortunadamente, nao
foi possivel realizar a avaliagdo de possiveis diferencgas entre os coeficientes de difusao do vapor
de 4gua através dos estdmatos que seriam obtidos a partir da minimizagao das diferencas entre
os valores de g/ e ge, com aqueles correntemente empregados na literatura.

Contudo, alguns precedentes devem ser considerados. O primeiro deles ¢ o fato de que
os valores D2 nem sempre sdo os mesmos para diferentes pesquisadores e a sua corregdo
somente pela temperatura, como preconizam alguns pesquisadores, ou pela temperatura e
pressdo, como preconizam outros, igualmente ndo fornecem valores similares; ainda que
préximos e, em varias situagoes, essas diferencas ndo sejam consideradas significativas.

Ha que se considerar que DS ¢ uma variavel obtida para o processo de difusao
molecular no ar livre ¢ ndo nas condi¢des de restrigao fisica e onde ha também a contribuigao
do gradiente de pressdo de vapor entre o interior da folha e o ar adjacente que afeta a propria
natureza do fluxo, agregando fluxo em massa (ou seja, ndo héd fluxo por difusdo molecular
somente). Nesse sentido, alguns pesquisadores, como (COWAN; MILTHORPE, 1968),
sugerem correcdes em DS, mas sdo corre¢des empiricas sem qualquer fundamento
fisicoquimico; enquanto outros, como (JONES, 2013), consideram que DJ ¢ fungdo exclusiva
do meio e da natureza quimica do gés que se difunde e ndo tem nada a ver com a geometria do
meio. Note-se, portanto, que ha controvérsias nao resolvidas. Por essa razdo, esta pesquisa foi
conduzida.

Muito do que se sabe sobre o processo de difusdo dos gases no ar sdo o resultado de
pesquisas realizadas ao redor do ano de 1970 e de 14 para ca nada foi produzido sobre o tema.
O resultado desta pesquisa aviventa a necessidade de revisdo do valor de DS a luz dos
conhecimentos atuais, sobretudo pelo fato de que quando se muda a escala do nivel de folha
para ao nivel de ecossistema e dai para outro maior, em trabalhos de modelagem matematica
de fluxos de energia e matéria entre a superficie e a atmosfera, os erros associados ao uso de
um valor incorreto do DY se multiplicam (COWAN; MILTHORPE, 1968; FARQUHAR;
SHARKEY, 1982; JONES, 2013).
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Ha, recentemente, pesquisadores que consideram que as moléculas do vapor de agua
podem formar clusters nas condi¢des ambientais e que esses clusters reduzem o seu coeficiente
de difusdao molecular (CRANK, 1979; XANTHEAS, 2000). Talvez seja este o ponto de partida
para futuras pesquisas relacionadas com a revisao desse coeficiente.

Demonstrou-se que ndo ¢ simples eliminar a camada limite somente com o uso de
ventiladores pelo simples fato de que a velocidade do vento necesséaria em alguns casos nao
pode ser alcancada (Figura 5).

Quando g;; ¢ pequena, também se torna pequeno o valor requerido de gy} ., para
permitir que E seja determinado apenas por g¢; (ou seja, quando ndo ha diferenga significativa
entre g e g¥). A medida que g}’ aumenta, para manter essa mesma tendéncia, o aumento
requerido em g} ., pode ser instrumentalmente inviavel. Considerando o experimento, em
que foi utilizada a velocidade de 3 m s™! para supostamente eliminar a camada limite, nota-se
que muito provavelmente esse valor foi insuficiente para obter o efeito desejado
(ANFODILLO; DI BISCEGLIE; URSO, 2002).

Contudo, a despeito do fato de que, na grande maioria dos casos, gp; . Possa nunca
ser alcangada, o efeito de gyp; sobre g{j e sobre E sdo pequenos para uma ampla faixa de valores
de gy superiores & gy;. Exatamente por essa razdo, muitos pesquisadores ndo consideram a
camada limite foliar em suas determinac¢des do intercdmbio gasoso.

A razdo para isso ¢ simples. O célculo de g} ¢é feito de acordo com a Equagdo 10.
Observando essa equagdo, ¢ possivel deduzir que o valor de g;} sera sempre menor do que o
menor valor observado dentre g3 e gj;. Assim, o efeito de qualquer incremento que se faga em
Jp; (para se chegar a gp; ..) sobre g/; ficara condicionado a magnitude de gg;. Por outro lado,

sempre que gy for menor do que g%, serd g¥: quem comandara o intercAmbio gasoso.
bi Si» bi

1

w _
Gei = (i + i) (Equagdo 11)
gsi  Ibi

Em que: g/ = condutancia total ao vapor de agua (mol m? s™), g¥ = condutincia
estomatica ao vapor de 4gua (mmol m™s™), g} = condutancia da camada limite foliar ao vapor

de 4gua (mmol m?s™).
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Foi demonstrado também que a velocidade do vento necessaria para causar suficiente
turbuléncia mecanica sobre a folha capaz de tornar a condutancia da camada limite maior do
que a estomatica (e consequentemente, a condutancia total ser condicionada ao valor da
estomatica) ¢ muito baixa e isso corrobora o fato de que muitos pesquisadores ndo se preocupem
com o rigor para estimar a condutancia da camada limite.

A relagdo entre folhas e o seu ambiente atmosférico, mais especificamente relacionada
as condutancias envolvidas na troca gasosa, foi encapsulada em um indice proposto por
(JARVIS; MCNAUGHTON, 1986) conhecido como coeficiente de desacoplamento (Q),
definido na Equacao 12. Os autores demonstraram que as restricdes ambientais desempenham
um papel crucial, apesar do comportamento fisioldgico da planta. Conforme Q se aproxima de
1, a radiacdo afeta majoritariamente a troca gasosa, independentemente da condutancia
estomatica (indicando um acoplamento fraco das folhas as condigdes atmosféricas). Este fator
¢ fundamental na pesquisa ecofisiologica de plantas, pois permite uma interpretacdo adequada
de como as interacdes planta-atmosfera governam a troca de energia e matéria. A morfologia
da folha influencia Q significativamente. A folhagem das coniferas tende a ser bem acoplada as
condi¢des atmosféricas (0 < Q < 0,1), enquanto das espécies agrondOmicas, apresenta
acoplamento fraco (Q > 0,8) e as espécies de arvores de folhas largas ficam na média, com

acoplamento intermediario (0,3 < Q <0,6), conforme observado por (MARTIN et al., 1999).

§+ 2
OW=——"—= (Equagio 12)
8424+
% 9si

Em que: Q = fator de desacoplamento (adimensional), A = tangente a curva de pressdo de
saturagdo em fungdo da temperatura (Pa °C™"), y = constante psicrométrica (Pa °C™"), g} =

condutancia da camada limite foliar ao vapor d’agua (mol m=s™!), g¥ = condutincia estomatica

ao vapor d’agua (mol m= s,
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6. CONCLUSAO

O método de analise anatomica utilizado ndo foi apropriado para o tomate Micro-Tom,
fornecendo dados de area média do ostiolo inadequadas. Isso comprometeu as analises que
haviam sido planejadas para avaliar possiveis efeitos do coeficiente de difusdao do vapor de agua
através dos estdomatos sobre a condutincia estomatica calculada a partir dessas varidveis
anatomicas.

Por outro lado, demonstrou-se que as condutancias estomaticas obtidas a partir de
variaveis anatomicas e dos diferentes valores do coeficiente de difusdo molecular do vapor de
agua através dos estomatos amplamente empregados na literatura corrente diferem
significativamente entre si; o que suscita a necessidade de rever seus valores a luz dos
conhecimentos atuais.

A velocidade do vento necessaria para permitir que a condutancia da camada limite
seja suficientemente grande para tornd-la similar a total, em muitos casos, impraticavel
experimentalmente. Conduto, demonstrou-se as razdes pelas quais a condutancia da camada
limite foliar é uma variavel que pode ser desconsiderada em muitas situagdes, que € o fato de
que a velocidade do vento necessaria para torna-la superior a condutancia estomatica ¢ muito

baixa e o erro de estimativa da taxa transpiratdria nao a levando em consideracao também o é.
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