UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Programa de Pos-Graduacéo em Fisiologia Vegetal

Dissertacao

Estudo da cadeia de transporte de elétrons fotossintético em folhas

destacadas de ervilha

Marcio Espinosa de Farias

Pelotas, 2014



Marcio Espinosa de Farias

Estudo da cadeia de transporte de elétrons fotossintético em folhas

destacadas de ervilha

Dissertacdo apresentada ao Programa de
PO0s Graduacdo de Fisiologia Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial para receber o titulo de
Mestre em Fisiologia Vegetal.

Orientador: Dr. Marcos Antonio Bacarin
Co-orientadores: Dr*. Emanuela Garbin Martinazzo
Dr. Dario Munt de Moraes

Pelotas, 2014



Dados de catalogacdo na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz - CRB 10/901
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

F224e

Farias, Marcio Espinosa de

Estudo da cadeia de transporte de elétrons fotossintético
em folhas destacadas de erviha / Marcio Espinosa de Farias.
— 60f. — Dissertacao (Mestrado). Programa de Pés-Graduacao
em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas.
Instituto de Biologia. Pelotas, 2014. — Orientador Marcos
Antonio Bacarin ; co-orientador Emanuela Garbin Martinazzo,
Dario Munt de Moraes.

1.Fisiologia vegetal. 2.Ervilha. 3.Pisum sativum L..
4.Fluorescéncia da clorofila. 5.Fotossintese. |.Bacarin, Marcos
Antonio.ll.Martinazzo, Emanuela Garbin. Ill.Moraes, Dario,
Munt de. IV.Titulo.

CDD: 572.46




Banca examinadora:
Prof. Dr. Marcos Antonio Bacarin (presidente)
Prof. Dr. Luciano do Amarante

Prof. Ph.D. Luis Antonio de Avila



“Agradego todas as dificuldades que enfrentel.
Se wilo fosse por elas, eu niio teria satolo oo Lugar.
As facilidades nos tmpedem de caminhar.,

Mesmo as criticas nos auxiliam muito”

Chico Xavier



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por estar sempre presente me dando for¢as durante

toda caminhada da vida e permitir que eu conquistasse mais essa etapa.

Ao Prof. Dr. Marcos Antonio Bacarin pela disponibilidade de orientacéo, pela
sua paciéncia ao passar o seu conhecimento durante todo esse periodo e também

pela convivéncia e amizade nesse tempo que passei.

Aos meus pais Mario e Fernanda, por me darem toda ajuda e suporte para
chegar até o fim dessa etapa, mas também pela educacao para me tornar a pessoa
gue sou hoje.

Aos meus irmaos, Beatriz e Luis Fernando, pela companhia, amizade e apoio
gue sempre me deram nos momentos dificeis, que souberam me escutar e

aconselhar.

Aos meus colegas de jornada, Anelise, Camila, Marilia, Emanuela, Anderson,
Cristina e o Davi, assim como os estagiarios Douglas, Monica e Ana, por terem me
acompanhado por toda essa etapa do mestrado, pela ajuda nos meus experimentos

e nas trocas de conhecimento, mas a cima de tudo, pela amizade que se criou.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pela disponibilidade de bolsa de estudo concedida no decorrer do mestrado.

A todos do Programa de PoOs Graduacdo em Fisiologia Vegetal, que de
alguma maneira contribuiram para que eu chegasse ao fim dessa etapa, assim
como nos momentos de descontracdo em grupo, mas principalmente pelas

amizades conquistadas nesse periodo.

Por fim, todas as pessoas e amigos que de alguma maneira contribuiram,

com algum gesto de conforto, para que esse projeto tenha sido concluido.



RESUMO

Farias, Marcio Espinosa. Estudo da cadeia de transporte de elétrons
fotossintético em folhas destacadas de ervilha. Universidade Federal de Pelotas.
2014. 60f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pdés-Graduacdo em Fisiologia
Vegetal, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A fotossintese exerce um papel fundamental para os processos de crescimento e
desenvolvimento das plantas. Ela ocorre nos cloroplastos das células do mesofilo
foliar e consiste de duas etapas, uma fase fotoquimica, que converte energia
luminosa em energia quimica e outra fase bioquimica, que utiliza a energia da
primeira etapa pra a fixagdo do CO,. O trabalho teve como objetivo avaliar, em
folhas destacadas de ervilha (Pisum sativum L.), o comportamento da cadeia de
transporte de elétrons na presenca de inibidores de pontos especificos. As plantas
foram cultivadas em casa de vegetacdo. Duas a quatro semanas ap0s semeadura,
guando as folhas apresentavam-se completamente expandidas, elas foram
destacadas e os peciolos foram imersos em solug¢des contendo 0, 25, 50, 100, 250 e
500 uM de DCMU, atrazina, DBMIB e metil viologénio. Para DCMU, atrazina e metil
viologénio as folhas permaneceram por 2h em contato com as solucbes, para o
DBMIB foi de 5h. As medidas da fluorescéncia transiente da clorofila, da decaida de
fluorescéncia e da reflexdo modulada a 820nm, foram feitas utilizando fluorémetro
M-PEA. As folhas foram adaptadas ao escuro por 30 minutos, antes da emisséao de
um pulso saturante, e as intensidades de fluorescéncia foram medidas por 60
segundos. As folhas de ervilha tratadas com a concentracdo de 500 uM de DCMU e
atrazina demonstraram ser sensiveis a essa dose dos inibidores, ao analisar os
resultados da fluorescéncia transiente, decaida de fluorescéncia e da reflexdo
modulada a 820 nm. As folhas tratadas com 500 puM de metil viologénio
apresentaram diferencas nos parametros relacionados com o mecanismo de acéo
do inibidor. A mesma concentracdo utilizada para DBMIB, néo teve diferenca em
muitos resultados em relacdo ao controle, apenas naqueles envolvidos com a
reducdo dos aceptores finais do fotossistema |. Dessa maneira, uma analise
detalhada da fluorescéncia transiente, da decaida da fluorescéncia e da reflexdo
modulada a 820 nm, permite coletar e correlacionar uma série de informacdes sobre

toda a cadeia de transporte de elétrons.

Palavras chave: Pisum sativum L., fluorescéncia da clorofila, fotossintese.



ABSTRACT

Farias, Marcio Espinosa. Study of the photosynthetic electron transport chain in
detached leaves of pea. Universidade Federal de Pelotas. 2014. 60f. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de Po4s-Graduacdo em Fisiologia Vegetal, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Photosynthesis plays a fundamental role in the processes of growth and
development of plants. It occurs in the chloroplasts of leaf mesophyll cells and
consists of two steps, a photochemical phase that converts light energy into chemical
energy, and other biochemical phase, which uses the energy of the first step for
fixing CO,. The study aimed to evaluate, in detached leaves of pea (Pisum sativum
L.), the behavior of the electron transport chain in the presence of inhibitors of
specific points. The plants were grown in a greenhouse. Two to four weeks after
sowing, when the leaves had become fully expanded, they were detached and the
petioles were immersed in solutions containing 0, 25, 50, 100, 250, and 500 pM of
DCMU, atrazine, DBMIB and methyl viologen. To DCMU, atrazine and methyl
viologen the leaves remained for 2 h in contact with the solutions, to DBMIB was 5h.
Measurements of transient fluorescence of chlorophyll, delayed fluorescence and
modulated reflection at 820nm were made using M-PEA fluorometer. The leaves
were dark adapted for 30 minutes, before a saturating pulse emission, and the
fluorescence intensities were measured for 60 seconds. Pea leaves treated with 500
MM concentration of DCMU and atrazine showed to be sensitive to this dose of
inhibitors, in analyzing the results of transient fluorescence, delayed fluorescence
and modulated reflection at 820 nm. The leaves treated with 500 uM of methyl
viologen showed differences in parameters related to the mechanism of action of the
inhibitor. The same concentration used to DBMIB, had no significant difference in
many results compared to the control, only in those involved in the reduction of end
acceptors of photosystem |. Therefore, a detailed analysis of the transient
fluorescence, delayed fluorescence and modulated reflection at 820nm, allows us to

collect and correlate a series of information about the whole electron transport chain.

Keywords: Pisum sativum L., chlorophyll fluorescence; photosynthesis.
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1. INTRODUCAO

Embora o crescimento das plantas seja controlado por uma multiplicidade de
processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares, a fotossintese € um fenémeno
fundamental, pois contribui significativamente para o0 crescimento e 0
desenvolvimento da planta. E um processo essencial para atividade de organismos
fotossintéticos, como plantas, algas e muitas espécies de bactérias. Em plantas
superiores a fotossintese ocorre, principalmente, nas folhas, mais especificamente
em organelas especializadas chamadas cloroplasto. Eles sdo formados por uma
dupla membrana, sendo sua parte aquosa chamada de estroma, onde se encontra
os tilacéides, que sdo um conjunto de membranas organizadas em grana
(empilhados). Existe ainda no interior da membrana dos tilacéides, uma fase
aquosa, denominada lumen (TAIZ e ZEIGER 2013)

O processo fotossintético consiste em duas etapas interdependentes e
concomitantes, uma fase fotoquimica, que ocorre nos tilacéides, onde ha converséo
da energia luminosa em energia quimica (ATP e NADPH) e o oxigénio € liberado, e
outra fase bioquimica, que ocorre no estroma, onde o diéxido de carbono (CO,) é
fixado em carboidratos pela utilizacdo dos produtos da etapa fotoquimica (ATP e
NADPH) (LAWLOR, 2009; DULAI et al., 2011).

Clorofila e carotenoides sdo pigmentos fotossintéticos encontrado nos
cloroplastos. A clorofila € um macrociclo tetrapirrol, com um ion magnésio (Mg), uma
cadeia fitol e um quinto anel caracteristico. Ela exerce um papel essencial na
fotossintese por absorver a energia luminosa e transferir essa energia ou elétrons
para outras moléculas. Em plantas superiores ha dois tipos de clorofila, a clorofila a
e b. O grupamento metil do C7 da clorofila a é substituido por um aldeido na clorofila
b (TANAKA et al., 2007).

A cadeia de transporte de elétron (CTE) fotossintético é formada por complexos
proteicos, que estdo embebidos na membrana do tilacoide. Os principais
componentes sdo os dois fotossistema (FSII e FSI), conectados em série através do
complexo citocromo bef (Cytwer) € plastocianina. Sendo que a enzima ATP sintase,
gue esta acoplada a esse sistema, é relacionada com a sintese de ATP a partir do
gradiente eletroquimico formado pelo fluxo de elétrons na CTE. A interligacdo entre
os complexos envolvidos no fluxo de elétrons é mediada por moléculas carreadoras

moéveis, a plastoquinona que se localiza na regido hidrofébica da membrana do
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tilacoide, e a plastocianina, uma proteina cuprica, que se encontra no limem do
tilacoide.

As reacdes fotossintéticas iniciam com a absorcdo simultinea de energia
luminosa pelos complexos de captura de luz (LHC) e suas subunidades antena,
constituidas pelas clorofilas, carotenoides e proteinas, que estdo associados ao FSI
e FSII. Essa energia capturada € transferida via mecanismos de excitacdo para os
centros de reacdo (RC) (RENGER, 2009), a qual causa a excitacdo de um par de
clorofilas especial, que desencadeia o transporte de elétrons através da membrana
do tilacoide por diversos cofatores redox.

No FSIlI a separacdo de carga ocorre na proteina D1, levando a formacédo de
um par idnico [Pego’ Phe’], onde Pggo (dimero de clorofila a) e Phe (feofitina) s&o
denominados como doadores e aceptores primarios de elétrons, respectivamente
(BANIULIS, et al., 2008). Pggo” recebe um elétron, via um residuo de tirosina (Y,),
gue foi extraido pela oxidacdo de uma molécula de dgua no complexo de evolucéo
de oxigénio (CEO), liberando H* e O, no limem do tilacoide. No lado aceptor de
elétrons do FSIl, Phe  doa elétrons para Qa (uma quinona com capacidade de
receber apenas um elétron) e esta para Qg. Uma vez que recebe dois elétrons, Qg
€ liberado do FSIlI para um pool de plastoquinona, que toma dois prétons do lado do
estroma, se reduzindo a plastoquinol (PQH,) (ROCHAIX, 2011). Assim o PQH, é
reoxidada no complexo citocromo bef (Cytner), liberando mais prétons no lado do
limem e transferindo parte dos elétrons para plastocianina e os outros entram no
ciclo Q (JOLIOT et al., 2006), reduzindo novamente PQ e promovendo assim mais
translocacao de protons para o limem.

No FSI, a primeira separacédo de carga leva a formacdo de um par de radical
[P700" € Ag], onde P-qo (par especial de clorofila a) é o primeiro doador de elétrons e
Ao (uma molécula clorofila a) € o primeiro aceptor de elétrons (STIRBET et al.,
2012). P700" € reduzida pela plastocianina, que transfere elétrons do complexo Cytpes
para o FSI. No lado aceptor do FSI, Ao doa elétrons para A; (uma filoquinona), que
em seguida transfere para um grupo de proteinas ferro-enxofre (Fe-S) e finalmente
para uma molécula sollivel em agua situada no lado do estroma, a ferredoxina (Fd).
Esta, através da flavoproteina solivel ferredoxina-NADP® redutase (FNR), reduz
NADP™ (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada) a NADPH (forma
reduzida), que de acordo com Fan et al. (2009), completa o transporte aciclico de

elétrons da fotossintese.
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Além do transporte de elétrons aciclico, o sistema pode também realizar
transporte de elétrons ciclico e pseudociclico. No primeiro, a ferredoxina reduzida
transfere seus elétrons de volta para o pool de plastoquinona ou diretamente para o
Cytwst (JOLIOT et al., 2006), originando uma circulacao de elétrons ao redor do FSI,
sendo assim independente do FSIl. Esse processo causa um bombeamento de
prétons para lumem, gerando um gradiente eletroquimico, o qual é util para sintese
extra de ATP (FAN et al., 2009). J& no segundo, em condi¢Bes de super-reducao da
cadeia de transporte de elétrons, a ferredoxina doa elétrons para o oxigénio
molecular, ndo reduzindo NADP® (ROCHAIX, 2011). Esse processo é chamado
reacao de Mehler ou ciclo 4gua-agua.

O bombeamento de protons para o lumem do tilacoide, proveniente da
oxidacdo da agua no CEO, do ciclo redox PQ/PQH; e do transporte de elétrons
ciclico, cria uma forca motriz de protons (pmf), que é constituida de um potencial
elétrico (AW) e um gradiente de prétons (ApH) transmembrana. Dessa maneira, a
energia que é armazenada no gradiente de potencial eletroquimico é utilizada para
produzir ATP (adenosina trifosfato), pela enzima F-ATP sintase, a partir de uma
adenosina difosfato e um fosfato inorganico (NELSON, 2011). Assim ambos os
produtos resultantes das reacbes da cadeia de transporte de elétrons, ATP e
NADPH, servem para sintese de carboidratos, através da fixacdo de CO,
atmosférico no ciclo de Calvin-Benson.

As moléculas de clorofila da antena dos fotossistemas ao capturarem a energia
luminosa passam de um estado fundamental para um estado excitado. Essa energia
de excitacdo pode ser utilizada pela via fotoquimica, que ocorre nos centros de
reacdo pela cadeia de transporte de elétrons. Porém, nem toda energia absorvida
segue esse caminho, parte dela pode ser dissipada na forma de calor ou re-emitida
como fluorescéncia (GOVINDJEE, 2004; STIRBET et al., 2011). Estes trés
processos ndo ocorrem isoladamente, mas sim em constante competicdo um com o0s
outros. Como consequéncia, o rendimento da fluorescéncia é influenciado pela
proporcao da energia luminosa usada pelos outros dois processos. Dessa maneira,
analise da fluorescéncia pode fornecer informacfes sobre a quantidade de energia
luminosa usada pela fotoquimica e dissipada na forma de calor (MAXWELL et al.,
2000; PAPAGEORGIOU et al., 2011).

Existem varias metodologias para o estudo da fotossintese, sendo que a

analise da emissdo da fluorescéncia da clorofila permite estudar detalhes da
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fotossintese sem destruir nenhum tecido fotossintético (HOLUB et al., 2007). Em
pesquisas de fotossintese a fluorescéncia da clorofila a € um dos métodos utilizados,
tanto em estudos basicos como ecofisiolégicos. Este € um método indireto, rapido,
ndo destrutivo, de facil reprodutibilidade, praticidade para processar os dados e
reportar os resultados, também permite a obtencdo de informac¢des qualitativas e
guantitativas sobre as condicdes fisiolégicas do aparato fotossintético (BAKER et al.,
2008).

As técnicas utilizadas para medir a cinética de inducdo da fluorescéncia
evoluiram nos ultimos anos, devido ao desenvolvimento de tecnologias fotométricas
e deteccdo eletrbnica, bem como andlises do sistema operacionalizadas por
computador. Desse modo, de acordo com Rottgers (2007), os fluorbmetros que séao
atualmente usados para estudos da cinética da fluorescéncia, sdo baseados em
diferentes abordagens para medir a fluorescéncia da clorofila a, diferindo nas
caracteristicas de deteccao dos sinais de fluorescéncia.

O espectro de emissdo da fluorescéncia da clorofila a, em temperatura
ambiente, é caracterizada por um pico principal ao redor do comprimento de onda de
685 nm e um pico menor entre 700 — 750 nm, atribuida pela absorcdo de luz da
antena do FSIl e FSI, respectivamente (STIRBET et al., 2012). Segundo Byrdin et al.
(2000), a fluorescéncia emitida pelo FSI é praticamente constante, contribuindo
aproximadamente de 5-30% para o sinal de fluorescéncia total em plantas C3
(GILMORE et al. 2000; RAPPAPORT et al. 2007). Devido a isso, o sinal de
fluorescéncia é relacionado principalmente pela emissdo da antena do FSII, sendo
muito util para analisar diferentes aspectos relacionados com a fotossintese (ZHU et
al., 2005), em particular a estrutura e a funcdo do FSIl. Porém, atualmente existem
muitos estudos para analisar a fluorescéncia emitida pelo FSI.

A fluorescéncia emitida pelo FSII varia com o tempo quando as amostras
fotossintéticas adaptadas ao escuro, apos sdo iluminadas. Isso causa mudancas
caracteristicas na intensidade de fluorescéncia, de uma fase rapida (até 1 segundo)
para uma fase lenta (até alguns minutos). Isso é chamado de inducdo de
fluorescéncia, fluorescéncia transiente ou simplesmente efeito Kautzky (KAUTSKY e
HIRSCH, 1931). A fase rapida da fluorescéncia é conhecida como OJIP, onde O é a
origem (a 20 ou 50 ps), J (a 2 ms) e | (30 ms), sdo passos intermediarios, e P é 0
pico maximo (a cerca de 300 ms) (STRASSER et al., 2000; TSIMILLI-MICHAEL et

al., 2008). Ja a fase lenta é chamada de PSMT, onde S representa um estado semi-
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estavel, M para um maximo e T para um nivel de estado estavel terminal
(PAPAGEORGIOU et al., 1968).

Na fase rapida da fluorescéncia transiente (OJIP) duas intensidades tem uma
grande importancia e estao relacionados ao estado redox do lado aceptor do FSlI,
gue sao a fluorescéncia minima (Fo) e a maxima (Fy). O rapido aumento de F, para
Fu é a reflexdo da progressiva reducdo de Qa (STIRBET et al.,, 2012). Segundo
Minagawa (2008), no passo Fo é dito que o lado aceptor do FSII esta aberto (Qa
oxidado), j& quando atinge Fy, é dito que o0 mesmo esta fechado (Qa completamente
reduzido), devido a reducdo de toda a cadeia de transporte de elétrons linear,
resultado de um acumulo de elétrons no lado aceptor do FSI. A elevacdo da
intensidade de fluorescéncia entre os passos O e J, conhecida como a fase
fotoquimica, é muito rapida e depende em grande parte da intensidade da luz de
excitacdo, ao passo que partes da curva de fluorescéncia J-I e I-P sdo conhecidas
como fases térmicas (sensiveis a temperatura) (MORIN, 1964).

A fase Ol da fluorescéncia esta relacionado com a reducao da primeira quinona
do lado aceptor de elétrons do FSII (Qa). A fase JI esta envolvida com a reducéo dos
transportadores de elétrons do inter-sistema, como a quinona secundaria (Qg), pool
de plastoquinona (PQ), o citocromo bgf e a plastocianina, enquanto que a fase IP
reflete a reducéo dos receptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI, ou seja,
ferredoxina, outros intermediarios e NADP* (YUSUF et al., 2010).

O estudo da cinética da fluorescéncia transiente da clorofila a pode ser
avaliado através de analises multiparamétricas, chamado de Teste-JIP que foi
desenvolvido por Strasser e Strasser (1995). Esses parametros calculados
caracterizam a estrutura e a atividade fotoquimica de amostras fotossintéticas.
Muitos dos parametros definidos pelo Teste-JIP estdo relacionados com a fase
térmica da fluorescéncia, uma vez que se correlaciona o aceptor do FSI com o
passo | (TSIMILLI-MICHAEL et al., 2008). Segundo os mesmos autores, esse teste
descreve as diferentes etapas e fases do transiente refletindo o estado redox do FSlI
concomitantemente com as eficiéncias e fluxos de transferéncia de elétrons (ET) no
intersistema da cadeia entre o FSIl e FSI e a reducdo dos aceptores finais de
elétrons (RE) do lado aceptor do FSI.

Toda reacéo redox do transporte de elétrons entre o FSIl e FSI e também as de
transferéncias de elétrons no RC do FSII (lado doador e aceptor) séo reversiveis.

Com um acumulo de elétrons na cadeia de transporte entre os fotossistemas ocorre
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uma volta da transferéncia de elétrons e mudancas na recombinac¢éo no RC do FSlI,
resultando na re-excitacdo do RC e a repopulacdo, pela rapida transferéncia de
energia, do estado excitado da clorofila do FSIl. A emissdo da luz a partir da
repopulacdo excitada da clorofila é chamada de decaida da fluorescéncia (DF)
(STRASSER et al., 2010), em comparacéo com a fluorescéncia transiente OJIP, que
€ emitida antes da utilizacdo da energia de excitacdo na reacéo fotoquimica priméaria
(GOLTSEV et al., 2009). Assim como a fluorescéncia transiente, a DF também é
emitida por organismos fotossintéticos na regidao infravermelha do espectro por um
curto tempo apoés eles serem exposto a luz.

De acordo com Grabolle et al. (2005), a similaridade entre a emissao espectral
da fluorescéncia transiente e da DF mostra que, em ambos 0s casos, o foton emitido
€ um resultado da desativacdo radioativa do estado excitado da clorofila do FSII. A
emissdo da fluorescéncia polifasica OJIP é praticamente extinguida a cerca de 5 ns
apos luz ser desligada e sua intensidade decai polifasicamente com uma duracéo
caracteristica que variam de varios picosegundos (ps) até 2 nanosegundos (ns)
(MILOSLAVINA, 2006). Ao contrario, a DF tem componentes que decai diferentes
intervalos de tempo que pode variar de milisegundos (ms) em até alguns minutos
(STREHLER et al., 1951)

Em estudos da cinética da DF, as amostras fotossintéticas passam por uma
transicdo de luz e escuro. Assim a fluorescéncia transiente € emitida quando ocorre
absorcao direta da luz pela clorofila do FSII, ja durante essa transicdo, a emissao da
DF é detectada (KALAJI et al., 2012; STIRBET et al., 2012). Além disso, tanto a
fluorescéncia polifasica quanto a DF, ambas séo irradiadas durante o0 mesmo estado
de transicdo de excitacdo da clorofila (P680) do FSII. A diferenca é que, para a
fluorescéncia, o estado excitado de P680 é criado diretamente pela excitacdo da luz,
enquanto para DF, este mesmo estado é resultado da recombinacdo dos produtos
formados na reacao da fotoquimica primaria (WANG et al., 2004). A emissao de DF,
igualmente como a emissao da fluorescéncia transiente, € principalmente a partir do
FSiII, pois a contribuicdo da emissao pelo FSI é muito pouca (JURSINIC, 1986).

Além da fluorescéncia transiente e da DF, que sdo estudadas para refletir a
estrutura e funcionamento do FSII, a cinética de reflexdo modulada a 820nm (MRgyo)
pode refletir a atividade do FSI (LI et al., 2012; YAN et al., 2012). A intensidade da
MRg2o indica as mudancas do estado redox do RC do FSI (P+q0) e da plastocianina
(PC) (HARBINSON et al., 1989; KLUGHAMMER et al., 1991, YAN et al., 2013). A
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reacdo de recombinacdo que promove o sinal de DF depende do estado redox da
quinona primaria (Qa) do RC do FSII, que é analisada pela fluorescéncia transiente.
O estado redox de Qa € dependente do estado redox dos carreadores da cadeia de
transporte de elétrons, que por sua vez depende do estado redox do RC do FSI
(P700) que € avaliada pela cinética da MRgy. Dessa maneira, medidas simultaneas
da fluorescéncia transiente, DF e MRg, permitem a coleta e a correlagdo de
informacdes complementares para todos os trés dominios da cadeia de transporte
de elétrons (STRASSER et al., 2010).

Muitos pesquisadores tem interesse em estudar o metabolismo da planta,
desenvolvendo pesquisas envolvendo os mecanismos da cadeia de transporte
fotossintético, por exemplo, como medidas da fluorescéncia transiente da clorofila a,
decaida da fluorescéncia da clorofila e reflexdo modulada a 820 nm. Para isso
alguns usam compostos quimicos artificiais que sdo capazes de aceitar ou doar
elétrons em pontos especificos da cadeia de transporte de elétron, que causam
alteracoes nas fases O-J-I-P na curva de inducdo assim como na cinética da
fluorescéncia transiente. Um exemplo desses quimicos € o DCMU (3-(3,4-
diclorofenil)-1,1-dimetiluréia)) e atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-isoproprilano-s
triazina), que séo considerados inibidores do FSII. Os dois inibidores se ligam na
proteina D1 no sitio onde se prende a quinona Qg, bloqueando a transferéncia de
elétrons no FSII entre as quinonas, impedindo a reoxidacdo de Qa e a saida de Qg,
interrompendo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas, ocasionando uma reducéo
drastica no acumulo de NADPH e consequentemente na sintese de carboidratos
(BREITNBACH et al., 2001).

Além desses inibidores, outros também tém grande importancia para esses
estudos. Um deles € o DBMIB (2,5-dibromo-3-metil-6-isopropil-1,4-benzoquinona),
gue é uma quinona artificial que atua como inibidor no complexo citocromo Bef. Essa
semiquinona doa um elétron para o complexo Cytper € permanece firmemente ligada,
impedindo a reoxidacdo do pool de plastoquinona (PQH;) (RICH et al., 1991). Além
disso, segundo Schansker et al. (2005), alguns estudos tem demonstrado que o
DBMIB pode atuar como doador de elétrons para Pzo, quando oxidado, e outros
carreadores do lado doador de elétrons do FSI.

Outro inibidor de grande importancia para o estudo da cadeia de transporte de
elétrons fotossintético € o metil viologénio — MV (1,1-dimetil-4,4-dicloreto de

dipiridilio), herbicida conhecido como paraquat, que tem a capacidade de capturar os
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elétrons na transicdo entre as proteinas Fe-S (FeSa e FeSg) do FSI, ndo deixando a
ferredoxina receber elétrons. Em consequéncia disso, ha um impedimento na
formacdo de NADPH e o radical formado reage diretamente com o0 oxigénio
produzindo as espécies reativas de oxigénio. Essas espécies reativas, como anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxilas, sdo responsaveis pela
degradacdo das proteinas do FSII, levando assim a morte celular (HESS, 2000;
WONG, 2000; LIN et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o comportamento da cadeira de
transporte de elétrons na presenca de inibidores de pontos especificos, em folhas
destacadas de ervilha (Pisum sativum L.) através de medidas simultdneas das
cinéticas da fluorescéncia transiente, decaida da fluorescéncia da clorofila a e da

reflexdo modulada a 820 nm.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Material Vegetal e Tratamentos

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de
Metabolismo Vegetal, pertencentes ao Departamento de Botanica do Instituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Capédo do Leé&o,
localizado no municipio do Capéao do Leéo, Rio Grande do Sul (RS).

Sementes de ervilha (Pisum sativum L.) foram colocadas para germinar em
vasos de polietilieno, com capacidade de dois litros, contendo solo como substrato,
os quais foram mantidos em casa de vegetacdo (Figura 1) com irrigacdo por
microaspersdo. Uma semana apos a emergéncia, iniciou-se a aplicacdo de solucao

nutritiva de Hoagland e Arnon (1950), sendo repetida uma vez por semana.
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Figura 1: Visao geral da casa de vegetacdo (a esquerda) onde as plantas foram
cultivada (a direita).

Duas a quatro semanas apds a semeadura, quando as plantas apresentaram
folhas jovens e completamente expandidas, essas foram levadas para o Laboratério
de Metabolismo Vegetal, onde foram destacadas com o peciolo, com auxilio de uma
tesoura, e imediatamente colocadas em recipientes de vidro com capacidade de 10
mL (Figura 2), contendo a solucéo controle (agua destilada ou etanol 1%, que foi o
solvente utilizado para diluicdo dos inibidores) e as solu¢cbes de inibidores. Os
inibidores utilizados foram: DCMU (3-(3’,4’-diclorofenil)-1,1-dimetiluréia)), atrazina (2-
cloro-4-etilamino-6-isoproprilano-s triazina), metil viologénio (1,1-dimetil-4,4-dicloreto

de dipiridilio) e DBMIB (2,5-dibromo-3-metil-5-isopropil-p-benzoquinona) (Figura 3).

Figura 2: Folhas de ervilhas destacadas com peciolo, embebidas em solugéo
controle e com os inibidores.
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Figura 3: Estrutura quimica dos inibidores: DCMU, (3-(3’,4’-diclorofenil)-1,1-
dimetiluréia)) (A), atrazina, (2-cloro-4-etilamino-6-isoproprilano-s triazina) (B),
DBMIB, (2,5-dibromo-3-metil-5-isopropil-p-benzoquinona) (C), metil viologénio, (1,1-
dimetil-4,4-dicloreto de dipiridilio) (D).

O tempo de imersdo dos peciolos e as concentracdes dos inibidores foram
definidos em ensaios preliminares, nos quais foram feitas leituras durante 24 h, para
determinar o tempo de embebic&o que teria efeito do inibidor, através da observacéo
do comportamento da curva OJIP. Para o DCMU, atrazina e metil viologénio, o
tempo de imerséo foi de duas horas, utilizando as concentra¢cdes de 25, 50, 100, 250
e 500 uM; para o DBMIB, as concentracfes foram iguais, porém o tempo de imerséo
foi de cinco horas. O periodo de contato do peciolo com as solu¢cdes dos
tratamentos foram mantidos em condicdo de luz baixa (5 a 10 pmol fétons m? s™),
para induzir o processo fotossintético, a uma temperatura de 22 + 2°C . Assim
sendo, apOs a exposicdo das folhas aos tratamentos, foram feitas as avaliacdes,

sendo representados por oito repeticdes por tratamento.
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2.2 Medigbes simultdneas da cinética da fluorescéncia transiente, decaida da

fluorescéncia (DF) e a reflexdo modulada a 820 nm (MRs2o)

Durante o periodo de imersédo, as folhas de ervilha foram adaptadas ao escuro
por 30 min, tempo suficiente para oxidagcdo completa de todos os centros de reacdes
da cadeia de transporte de elétrons. As medidas da cinética da fluorescéncia
transiente, da decaida da fluorescéncia e a reflexdo modulada & 820 nm foram
gravadas simultaneamente com o fluorometro Multifunctional Plant Efficiency
Analyser — M-PEA (Hansatech Instrument Ltd. King’s Lynm, Nortolk, PE30 40NE,
UK).

No instrumento M-PEA existe emissores de comprimento de onde nas faixas
de: 627 £ 10nm para a luz actinica, 820 = 25nm para a luz modulada e 735 = 15nm
para luz vermelho distante, sendo que este ultimo usa um filtro (RG9) para remover
alguns componentes da luz visivel. Filtros de alta qualidade Optica foram usados
para protecdo dos detectores de fluorescéncia transiente e DF (730 +1 5nm) e
reflexdo modulada (820 £ 20 nm) (STRASSER et al, 2010). O pulso de luz saturante,
com intensidade de 5.000 umol fétons m?s™, foi emitido pelo aparelho durante 60s
em uma area com 4 mm de diametro.

A aquisicdo dos dados para os trés sinais, fluorescéncia polifasica OJIP e MR
na luz e DF no escuro, € a cada 0,01 ms no intervalo 1 (0,01-0,3 ms), a cada 0,1 ms
no intervalo 2 (0,3-3 ms), a cada 1 ms no intervalo 3 (3-30 ms) e diminui de acordo
até o intervalo 7 (30-300 s), onde a aquisi¢cao dos dados é a cada 10 s. As medidas
simultaneas da fluorescéncia polifasica e DF requer um ciclo com periodos de luz e
escuro. Durante o ciclo, a fluorescéncia transiente é medida quando a luz actinica é
ligada e DF é registrado quando essa luz é desligada.

Cada curva da cinética da fluorescéncia transiente é obtida a partir de folhas
adaptadas ao escuro e foi analisada de acordo com o Teste-JIP (STRASSER e
STRASSER, 1995), utilizando os dados originais: fluorescéncia minima (Fo),
registrada a 20 ps apos a iluminacgéo actinica, intensidades de fluorescéncia a 2 ms
(Foms — ponto J), 30ms (Fszoms — ponto 1) e a fluorescéncia maxima (Fy). Usando
esses dados, alguns parametros podem ser calculados para quantificar o
comportamento do FSIlI. Os principais parametros analisados podem ser verificados

na Tabela 1.
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A partir do sinal de reflexdo modulada a 820 nm (MRsgzo ou simplesmente MR),
a razdo MR/MR,, onde MRy é o valor do inicio da iluminag&o actinica (feita em 0,7
ms, a primeira medida confiavel de MR), foi calculada. Essa razéo reflete as
mudancas no estado redox do centro de reacdo do FSI (Ps0') € da plastocianina
(PC™"). Assim sendo, o declinio da amplitude da intensidade da reflexdo modulada
820nm representa um acumulo desses cofatores no estado oxidado, j& 0 aumento
dessa amplitude indica a reducéo de P-o" € PC* (STRASSER et. al, 2010).

A curva de inducao de DF apresenta um aumento rapido para um pico |, (a 7
ms), um subsequente declinio até um pico I, (em torno de 100 ms) e um periodo de
longa duracéo (entre 0,5 a 10 s) onde o nivel I3 é localizado.

Tabela 1. Definicdo de termos e formulas dos principais parametros do Teste-JIP,
usados para analisar a fluorescéncia transiente emitida por folhas adaptadas ao
escuro.

Paradmetros da fluorescéncia Descrigcéo

Parametros Derivados e Parametros OJIP

Fluorescéncia minima quando todos os centros de reagao do FSilI

Fo=F 5
o 50 s estao abertos

Fluorescéncia méaxima quando todos os centros de reagéo do FSII

Fm=Fp estdo fechados

Rendimentos quénticos, eficiéncias e probabilidades

®po = TRJ/ABS =1 - Fo/lFm = FJ/Fn Rendimento quantico maximo fotoquimico primario em t=0

Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa” para o
intersistema de aceptores de elétrons

Probabilidade (no tempo 0) que um exciton capturado em mover um
elétron na cadeia de transporte de elétrons apds Qa

Eficiéncia com que um elétron pode mover dos aceptores de elétrons
do intersistema reduzidos para os aceptores finais do FSI

Rendimento quéntico de reducdo dos aceptores finais de elétrons do
FSI por féton absorvido

RC/ABS centro de reagao ativo — Qa reduzida- por clorofilas da antena do FSlI

Peo= Pro” Wo =1 — (Fy/Fy) = ET/ABS
qJEo = ETo/TRo = l - VJ
Bro= REJ/ETo= (1 - V)/(1-Vy)

Pro = REJ/ABS = @po X Weo X Oro

Fluxos especificos ou atividades expressas por centro de reagdo (RC)

ABS/RC = M, x (1/V;) x (1/@po) Fluxo de absorcao por RC
TRo/RC = Mo/V; Fluxo de energia capturado por RCem t=0
\E/3°/RC = (MolVo) ¥ Weo = (MoV) X (1= 1105 e transporte de elétrons por RC emt =0

Reducéo dos aceptores finais do lado aceptor de elétrons do FSI por

REJ/RC = (REJ/ET,) x (ET/RC) RC e 120

Indice de Performance

Plass = (RC/ABS) % (@po/(1 - ®po)) *
(Weo/(1 - Weo))

Pliota = (RC/ABS) % (@po/(1 - @po)) * indice de performance total , medindo a performance ate os aceptores
(Weo/ (1 - Weo)) % (Orol(1 - Oro)) finais de elétrons do FSI

indice de performance fotossintético
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3. RESULTADOS

3.1. Andlise da cinética da fluorescéncia transiente OJIP e Teste-JIP

A fluorescéncia transiente de folhas de ervilha destacadas tratadas com
diferentes concentracdes de diferentes inibidores esta representada nas Figuras 4 a
7. A transiente esté apresentada em escala de tempo logaritmica a partir de 50 us. A
fluorescéncia transiente da clorofila a de folhas destacadas de ervilha tratadas com
diferentes concentracdées de DCMU ou etanol 1% (foi usado para diluicdo do
inibidor), mostra que houve um aumento no nivel J & medida que aumentava a
concentracdo de DCMU (Figura 4). O mesmo foi observado nos valores de Fo, sendo
mais expressivo na concentracdo de 500 uM quando comparados com as plantas
tratadas e nao tratadas com etanol 1%, porém os tratamentos ndo mudaram
significativamente os valores de Fy. Na concentracdo de 500 uM de DCMU a curva
de inducdo perdeu sua caracteristica sigmoide entre os passos J-l, visto que a
intensidade de fluorescéncia na fase J foi similar a de Fy, sugerindo que houve uma
completa inibicdo na transferéncia de elétrons de Qa para Qg, uma vez que o DCMU
tem funcéo de inibicdo nesse ponto do RC do FSII, ocasionando entdo um acumulo
de Qa reduzido. Nas outras concentracdes as curvas apresentam as fases J-1 e I-P
definidas, mas com intensidades de fluorescéncia superiores ao controle. Na figura
5, as curvas de inducdo da fluorescéncia de folhas tratadas com diferentes
concentracfes de atrazina teve o mesmo comportamento das curvas das folhas
tratadas com diferentes concentragcdes de DCMU, ja que a atrazina também € um

bloqueador de elétrons entre Qa e Qsg,
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Figura 4: Fluorescéncia transiente de folhas de ervilhas destacadas adaptadas ao
escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracfes de DCMU. (A) Intensidade

de fluorescéncia, (B) fluorescéncia variavel relativa.
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Figura 5: Fluorescéncia transiente de folhas de ervilhas destacadas adaptadas ao

escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracbes de atrazina. (A)
Intensidade de fluorescéncia, (B) fluorescéncia variavel relativa.
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As folhas destacadas de ervilha tratadas com diferentes concentracoes de
DBMIB e metil viologénio, apresentaram curvas transiente OJIP tipica (STRASSER
et al., 1999, 2000, 2004) (Figuras 6 e 7). Para o DBMIB, um inibidor da reoxidacao
do pool de plastoquinona, foi observado uma pequena diminui¢do da curva na fase I-
P nas concentragdes mais altas (250 e 500 uM) quando comparadas com controle,
porém ndo houve diferenca nessa reducdo, pois os valores do controle com as
maiores concentracfes se aproximaram. Para os valores de Fy (ponto P) também
teve uma pequena decaida nas maiores concentracbes de DBMIB, também néo
sendo diferente em relagdo ao controle e para Fondo houve diferenca das doses ao
controle (Figura 6). As curvas de inducdo de fluorescéncia em folhas tratadas com
metil viologénio apresentaram comportamento ao contrario do que foi verificado com
o DBMIB, as quais tiveram um aumento na fase I-P e no pico Fy has concentracdes

de 100 e 500 uM (Figura 7), quando comparada com o controle.
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Figura 6: Fluorescéncia transiente de folhas de ervilhas destacadas adaptadas ao
escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracdes de DBIMB. (A) Intensidade
de fluorescéncia, (B) fluorescéncia variavel relativa.
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Figura 7: Fluorescéncia transiente de folhas de ervilhas destacadas adaptadas ao
escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracbes de metil viologénio. (A)
Intensidade de fluorescéncia, (B) fluorescéncia variavel relativa.
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Parametros do Teste-JIP que transcrevem as intensidades de fluorescéncia da
clorofila s&o representados nas figuras 8 a 11, sendo os dados normalizados em
relacdo aos respectivos controles. Para o DCMU e atrazina os parametros foram
feitos até a concentracdo de 250 pM, visto que a concentracao de 500 uM perde a
caracteristica sigmoide da curva OJIP (Figura 8 e 9).

Nas folhas de ervilhas tratadas com DCMU, foi observada uma variacdo nos
valores relacionados com os fluxos especificos por centro de reagdo, sendo
dependente da dose utilizada (Figura 8). O parametro que indica a relacdo maxima
do rendimento quéantico dos processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos do FSIlI
(Fv/Fo) sofreu uma reducéo a partir da menor concentragdo com DCMU.

Com o aumento da concentracdo de DCMU, pode ser observado que o
parametro relacionado com o fluxo de absorcdo por RC (ABS/RC) aumentou, o qual
também diz respeito ao tamanho aparente do sistema antena. Para os parametros
de fluxo de transporte de elétrons por centro de reacédo ETy/ RC e o fluxo de energia
capturado por centro de reacdo TRo/RC, no tempo zero para ambos, observa-se o
mesmo comportamento, em que ambos reduziram a partir da menor concentracao
de DCMU (25 puM) em relacéo ao controle.

Além disso, a figura 7 também apresenta os parametros de rendimentos ou
razdes de fluxos. Tanto o rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa™ para
o intersistema de aceptores de elétrons (peo = ETo/ABS) quanto o rendimento
guantico de reducao dos aceptores finais de elétrons do FSI por foton absorvido (Qro
= RE/ABS), como a eficiéncia que um éxciton capturado no centro de reacdo pode
mover um elétron na cadeia de transporte de elétrons apds Qa (Weo = ETo/TRy)
tiveram 0 mesmo comportamento, com a reducdo de seus valores com 0 aumento
da concentracdo de DCMU, evidenciando que houve o bloqueio do transporte de
elétrons a partir de Qa. O rendimento quantico primario da fotoquimica primaria no
tempo zero (¢po = TRo/ ABS = F\/Fy) ndo teve uma variagdo entre os tratamentos
com DCMU.

Para o indice de performance fotossintético (Plass) € 0 indice de performance
total, o qual mede a performance até os aceptores finais de elétrons do FSI (Plital),
houve uma reducdo a medida que se aumentou a concentracdo de DCMU, quando
comparadas com o controle. Isso indica um efeito negativo na maquinaria
fotossintética, visto que esses parametros estdo relacionados com fluxo de energia

em toda a cadeia de transporte de elétrons fotossintética.
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RC/ABS
15
Pl total Fv/Fo = kP/EN
Pl abs ABSRC
p(Ro) = REo/ABS 4 TRo/RC
| — 0 pM
8(Ro} = REo/ETo 'ETo/RC --=3--25 pM
--@--50 pM
-=<z--100 pM
p(Eo) = ETo/ABS REo/RC -=k=--250pM

Y(Eo) = ETo/TRo p(Po) TRo/ABS

Figura 8: Parametros quantitativos da maquinaria fotossintética que foram derivados
pelo Teste-JIP a partir da fluorescéncia polifasica OJIP de folhas de ervilha
destacadas tratadas com diferentes concentracdes de DCMU. Todos os parametros
foram normalizados a partir da concentracéo 0 uM.

Com a imersdo dos peciolos em solucdo de atrazina foi possivel observar
pequena alteracdo nos parametros estruturais, tais como: RC/ABS (centro de reacao
ativo — Qa reduzida- por clorofilas da antena do FSIl) e Fy/Fo, tiveram um pequeno
aumento nas concentracbes intermediarias de atrazina. Com relacdo aos
parametros funcionais que € representado pelos fluxos especificos por RC ativo,
verifica-se um forte efeito sobre ETo/RC, sendo dependente da concentracdo. Assim
sua reducado indica que o transporte de elétrons foi injuriado pela presenca do
inibidor. Os outros parametros relacionados com o fluxo por centro de reacao, tais
como: ABS/RC, TRo/RC, RE(/RC, tiveram uma reducao na concentracdo de 50 uM
de atrazina, no entanto nao diferiu tanto do controle como ETo/RC (Figura 9).

Os parametros de fluxo de energia por absorcdo ou rendimento quantico,
apenas 0 @g, diminui com o aumento da concentracdo de atrazina quando
comparado com o controle. Ja para o rendimento @gr, teve uma reducao apenas na

concentracdo de 250 uM. Os parametros envolvidos com a eficiéncia e probabilidade
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observou-se uma reducdo em Wg, a partir da menor concentragéo utilizada e um
aumento em Og, Nas trés maiores concentragoes.

O Plaps teve um aumento em relagcdo ao controle na menor concentracao (25
pHM) e diminuiu na dose de 250 pM. Ja o Pl apresentou um aumento nas trés
primeiras concentragdes (25, 50 e 100 uM), do contrario ocorreu na concentracdo de
250 pM, uma reducado desse parametro comparando com as plantas que n&do foram
tratadas com atrazina. Assim sendo, observa-se que a dose maior desse inibidor

prejudicou severamente o funcionamento da cadeia de transporte de elétrons.

RC/ABS
1,5
Pl total Fv/Fo = kP/KM
Pl abs ABSRC
p(Ro) = RE0/ABS [ ___ TRaRC
5(Ro) = REo/ETo * | EToRC —=—0pM
-5--25 pM
--#--50 uM
- -<3--100 pM
p(En) = ETo/ABS \ REo/RC --k--250 M

W(Eo) = ETo/TRo p(Po) TRo/ABS

Figura 9: Parametros quantitativos da maquinaria fotossintética que foram derivados
pelo Teste-JIP a partir da fluorescéncia polifasica OJIP de folhas de ervilha
destacadas tratadas com diferentes concentracdes de atrazina. Todos o0s
parametros foram normalizados a partir da concentracéo 0 uM.
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Para o DBMIB houve apenas variacdo dos parametros relacionados com a
reducdo dos receptores de elétrons do lado aceptor do FSlI, tais como: RE(/RC, @ro,
Oro. Para estes, ocorreu um aumento nos seus valores na maior concentragao do
inibidor (500 pM) (Figura 10), indicando que alta concentragcdo de DBMIB pode doar
elétrons diretamente para os aceptores do FSI. Os parametros relacionados com a
capacidade de um elétron capturado mover-se para o intersistema, ou seja, além de
Qa’, ndo sofreram diferenca em relacéo ao controle (0 uM). O indice de performance
total (Plita) também teve um aumento na concentracdo de 500 uM de DBMIB,
enquanto que Plaps ndo apresentou nenhuma diferenga com aumento das
concentragcdes em relacdo ao controle.

As folhas de ervilha tratadas com diferentes concentracbes de metil viologénio,
apresentaram variagdes nos mesmos parametros que o DBMIB, em relacdo a
reducdo dos aceptores de elétrons do FSI (RE(/RC, dro € ®ro), poréem houve uma
reducdo dos seus valores a medida que aumentou a dose do inibidor, sendo mais
expressiva essa mudanca na concentracdo de 500 uM (Figura 11). Além disso, a
concentracdo de 500 pM de metil viologénio causou uma reducdo drastica nos
valores de Pla, j@ que este parametro esta relacionado com a reducdo dos
aceptores de elétrons do FSI, como (dro, Pro € RE(/RC) . Com isso, os resultados
conferem com o mecanismo de ac&o desse inibidor, uma vez que o metil viologénio
captura elétrons antes destes chegaram até a ferredoxina. As concentracfes de 25
e 100 uM apresentaram um pequeno aumento nos parametros relacionados com os

indices de performance (Pliota € Plabs).
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Figura 10: Parametros quantitativos da maquinaria fotossintética que foram
derivados pelo Teste-JIP a partir da fluorescéncia polifasica OJIP de folhas de
ervilha destacadas tratadas com diferentes concentracdes de DBMIB. Todos os
parametros foram normalizados a partir da concentracéo 0 uM.
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Figura 11: Parametros quantitativos da maquinaria fotossintética que foram
derivados pelo Teste-JIP a partir da fluorescéncia polifasica OJIP de folhas de
ervilha destacadas tratadas com diferentes concentracdes de metil viologénio. Todos
os parametros foram normalizados a partir da concentracdo 0 uM.

3.2. Andlise da cinética de reflexdo modulada a 820 nm (MR/MRy)

As figuras 12 a 15 mostram os efeitos de diferentes concentracdes dos
inibidores utilizados sobre a reflexdo modulada a 820 nm. Para todos os inibidores,
no inicio da iluminacdo actinica de 5000 pmol m? s™* em folhas destacadas de
ervilhas e adaptadas ao escuro por 30 min, Pz e plastocianinas encontram-se
completamente reduzidas, devido aos elétrons que chegam do pool de
plastoquinona reduzido. Assim que passa o tempo da iluminag¢do ha uma reducéo da
amplitude da curva de MR/MRy, indicando um aumento no estado oxidado de P7qo €
plastocianinas até um ponto em que ocorre a sua re-reducao, que € ilustrada com
um novo aumento da amplitude da curva.

Nas folhas de ervilhas tratadas com DCMU, observou-se uma diminuicdo da
amplitude da curva, que corresponde a fase de re-reducdo de Pzoo € plastocianina

em seguida dos seus estados oxidados, com o aumento das concentra¢gbes do
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inibidor, sendo mais marcante esse efeito na maior concentracéo (500 pM), onde se
observou uma auséncia dessa re-reducéo (Figura 12), podendo ser causado isto
pela completa inibicdo da cadeia de transporte de elétrons além de Qa'.

Nas curvas da cinética de MR/MR, em folhas tratadas com diferentes
concentragOes de atrazina (Figura 13) verificou-se 0 mesmo comportamento que a
cinética na presenca do DCMU para a concentracdo de 500 uM, na qual ndo se
observa a fase de re-reducéo de Pqo € plastocianina. Para as outras concentracoes
observa-se 0 mesmo comportamento que ocorreu no controle.

A figura 14 referente as folhas tratadas com DBMIB, na qual observa-se que
nao houve uma diferenca nas fases de oxidagdo e re-reducdo inicial de Pzp €
plastocianina em nenhuma das concentracbes em relacdo ao controle, porém em
torno dos 10s de iluminacdo, nota-se uma pequena re-reducédo nas concentracdes
de 50 e 250 uM. Diferentemente disso, os tratamentos de folhas com metil
viologénio, apresentaram um pequeno aumento do estado oxidado de P e PC
para as concentracdes de 100 e 500 uM (Figura 15). Ja na fase de re-reducao deles,
houve uma queda na amplitude da curva com o aumento da dose do metil

viologénio, sendo mais marcante na concentracdo de 500 uM.
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Figura 12. Cinética da reflexdo modulada a 820 nm de folhas de ervilha destacadas
e adaptadas ao escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracbes de DCMU.
Os sinais de reflexdo modulada a 820 nm sao representados pela razdo MR/MRy,
onde MRy € o valor onde comeca a iluminacao actinica (a 0,7ms).
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Figura 13. Cinética da reflexdo modulada a 820 nm de folhas de ervilha destacadas
e adaptadas ao escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracées de
atrazina. Os sinais de reflexdo modulada a 820 nm s&o representados pela razéo
MR/MRy, onde MR € o valor onde comeca a iluminagao actinica (a 0,7ms).
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Figura 14. Cinética da reflexdo modulada a 820 nm de folhas de ervilha destacadas
e adaptadas ao escuro por 30min, tratadas com diferentes concentracdes de
DBMIB. Os sinais de reflexdo modulada a 820 nm sao representados pela razéo
MR/MR,, onde MRy € o valor onde comeca a iluminacgéo actinica (a 0,7ms).
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Figura 15. Cinética da reflexdo modulada a 820 nm de folhas de ervilha destacadas
e adaptadas ao escuro por 30min, tratadas com diferentes concentragcbes de metil
viologénio. Os sinais de reflexdo modulada a 820 nm sao representados pela razao
MR/MRy, onde MR € o valor onde comega a iluminagéo actinica (a 0,7ms).
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3.3. Analise da cinética da decaida de fluorescéncia (DF)

Assim como as clorofilas da antena do FSII emitem o sinal de fluorescéncia
transiente, elas também emitem o sinal de DF, sendo esta como resultado da
reversdo de separacéo de carga seguido pela transferéncia de energia de excitacao
rapida de Pggp excitado para as clorofilas da antena (GOLTSEV et al., 2009).

As curvas de inducédo DF (DF vs JIP-tempo) foram apresentados nas figuras
16 a 19 como proposto por Strasser et al (2010), as mesmas foram construidas
como cinética da DF em relacdo ao JIP-tempo para cada intensidade DF em
apropriados tempo de decaida vs JIP-tempo em que o intervalo de escuro comega
(tempo registrado durante as interrupcdes escuras da luz actinica). Aqui, apenas
uma selecdo de curvas DF é apresentada (para simplificar) (tempo de decaida a
0,02, 0,03, 0,05, 0,09, 0,15, 0,25, 1, 3, 30 e 230 ms). Os pontos caracteristicos da
das curvas DF versus JIP-Tempo, isto €, o pico de 11 (a 3 ms), o ombro 12 (a 100
ms) e I3 (a 1000 ms, no planalto) foram denotados segundo nomenclatura do
Goltsev (GOLTSEV et al, 2009).

Nas folhas tratadas com diferentes concentragcbes de DCMU observa-se uma
reducdo apenas no pico |I; (a 3 ms) até a dose de 250 pM. Para a maior
concentracdo (500 uM) a curva de inducdo de DF desaparece (Figura 16). Para as
folhas tratadas com atrazina foi verificado o mesmo, porém com uma intensidade de
reducdo menor. Mas para a concentracdo de 500 uM a curva teve o mesmo
comportamento (Figura 17). As folhas tratadas com DBMIB nao houve alteracéo na
curva de inducdo de DF com o aumento das doses quando comparada com o
controle (Figura 18). Ja para os tratamentos com metil viologénio verifica-se um
aumento do pico I; nos primeiros tempos em que a luz actinica foi interrompida para

as concentracdes de 100 e 500 uM (Figura 19).
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Figura 16. Cinética (curvas de inducdo) da decaida da fluorescéncia (DF) induzidas
por um pulso saturante de luz actinica vermelha em folhas destacadas de ervilha e
adaptadas ao escuro quando tratadas com DCMU. As curvas de inducao de DF (DF
vs JIP-tempo) foram construidas a partir da cinética de DF vs. tempo de decaida
obtidas durante a interrupcéo da luz actinica (escuro); cada um deles representa a
intensidade de DF a um certo tempo de decaida vs. JIP-tempo em que o intervalo de
tempo comecgou. (A, 0 uM (controle); B, 25 uM; C, 50 uM; D, 100 pM; E, 250 uM e F,
500 uM).
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Figura 17. Cinética (curvas de inducdo) da decaida da fluorescéncia (DF) induzidas
por um pulso saturante de luz actinica vermelha em folhas destacadas de ervilha e
adaptadas ao escuro quando tratadas com atrazina. As curvas de inducdo de DF
(DF vs JIP-tempo) foram construidas a partir da cinética de DF vs. tempo de decaida
obtidas durante a interrupcéo da luz actinica (escuro); cada um deles representa a
intensidade de DF a um certo tempo de decaida vs. JIP-tempo em que o intervalo de
tempo comecgou. (A, 0 uM (controle); B, 25 uM; C, 50 uM; D, 100 pM; E, 250 uM e F,
500 uM).
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Figura 18. Cinética (curvas de inducdo) da decaida da fluorescéncia (DF) induzidas
por um pulso saturante de luz actinica vermelha em folhas destacadas de ervilha e
adaptadas ao escuro quando tratadas com DBMIB. As curvas de inducédo de DF (DF
vs JIP-tempo) foram construidas a partir da cinética de DF vs. tempo de decaida
obtidas durante a interrupc¢éo da luz actinica (escuro); cada um deles representa a
intensidade de DF a um certo tempo de decaida vs. JIP-tempo em gue o intervalo de
tempo comecou. (A, 0 uM (controle); B, 25 puM; C, 50 uM; D, 100 pM; E, 250 uM e F,

500 pM).



41

300+ H 002ms 7
[0 0,03ms
250 4 [ ] ® 005ms i -
. O 0,09ms -
. A 015ms -
200 - A 025ms o
1 = ¥ 1ms "0
150 - Y 3ms 1 ?
5 om € 30ms "5 -
P <> 230ms P

100

50 4

Intensidade de decaida da fluorescencia (u.a)

300 -
- .
250 4 u e =
| | ]
200 o" e am ®
A o
150 4 = — - om

Intensidade de decaida da fluorescencia (u.a)

300 - -
. [
250 1 . i .
4 - n
2004 ot " E . L]
) a
150 4 n . n

Intensidade de decaida da fluorescencia (u.a)

10° 10" 10° 10° 10 10° 10° 10" 10° 10" 10° 10° 10 10°
JIP-Tempo (ms) JIP-Tempo (ms)

Figura 19. Cinética (curvas de inducado) da decaida da fluorescéncia (DF) induzidas
por um pulso saturante de luz actinica vermelha em folhas destacadas de ervilha e
adaptadas ao escuro quando tratadas com metil viologénio. As curvas de inducao de
DF (DF vs JIP-tempo) foram construidas a partir da cinética de DF vs. tempo de
decaida obtidas durante a interrupcdo da luz actinica (escuro); cada um deles
representa a intensidade de DF a um certo tempo de decaida vs. JIP-tempo em que
o intervalo de tempo comecou. (A, O uM (controle); B, 25 uM; C, 50 pM; D, 100 uM;
E, 250 uM e F, 500 pM).
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Nas figuras 20A a 23A séo apresentadas as curvas de DF medida no tempo de
decaida de 20 ps (DF20us), a qual representa um aumento rapido até o pico |1 (a 3
ms do JIP-Tempo) e um subsequente declinio polifasico com um ombro I, (a 100 ms
do JIP-Tempo) e um longo platé (entre 0,5 e 10 s do JIP-Tempo) onde o I3 esta
localizado a 1s. Nas figuras 20B a 23B estao representada a relacdo entre a decaida
da fluorescéncia a 20 ps e a intensidade da fluorescéncia da clorofila (DF2o.s/PF), a
gual expressa a taxa de re-populacéo da clorofila excitada por absorcéo (Strasser et
al., 2010).

Para os tratamentos com DCMU, a intensidade de DFxq,s vai diminuindo com o
aumento da concentracdo do inibidor, consequentemente ocorre uma reducédo do
pico l;, sendo que para a concentracdo de 500 pM a cinética de DFys €
praticamente desaparecida, quando comparada com o controle (Figura 20A). O
tratamento das folhas de ervilha com atrazina teve o0 mesmo comportamento na
curva de indugéo de DFyg,s para a concentracdo de 500 pM (Figura 21A). A cinética
de DFjous de folhas tratadas com DBMIB n&o apresentou diferengca em relagéo ao
controle & medida que aumentou-se a dose do inibidor (Figura 22A). Para as folhas
tratadas com metil viologénio observa-se um aumento do pico I; nas doses de 100 e
500 uM (Figura 23A).

As avaliagbes de DF,q,s/PF para o tratamento das folnas com DCMU, observa-
se uma queda da sua intensidade a medida que se aumenta a concentracdo do
inibidor. Para a maior concentracdo (500 pM) a curva perdeu sua caracteristica
(Figura 20B). Para a mesma concentracdo, em folhas tratadas com atrazina,
observa-se o mesmo comportamento da curva de DFzqus/PF em folhas tratadas com
DCMU. Nas demais concentragdes houve uma diminuicdo de DFj,us/PF a partir da
concentracdo de 50 uM, quando comparada com o controle (Figura 21B).

Além desses inibidores, em folhas tratadas com DBMIB essa razdo DFao,s/PF
nao variou na sua cinética quando comparada as diferentes concentra¢des utilizadas
com o controle (Figura 22B). Os tratamentos com diferentes concentracbes de MV,
verifica-se um pequeno aumento da transiente DF»q,s/PF nas concentracdes de 100
e 500 uM, porém nao ha diferenca, quando comparadas ao tratamento controle
(Figura 23B).
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Figura 20. Intensidade da decaida da fluorescéncia medida a 20 uys depois da
interrupcéo da luz actinica (DFo 4s) (A) e razéo entre a decaida e a intensidade de
fluorescéncia medidas no mesmo JIP-Tempo (B), em folhas destacadas de ervilhas
tratadas com DCMU.
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Figura 21. Intensidade da decaida da fluorescéncia medida a 20 uys depois da
interrupcdo da luz actinica (DF2 ,s) (A) e razéo entre a decaida e a intensidade de
fluorescéncia medidas no mesmo JIP-Tempo (B), em folhas destacadas de ervilhas
tratadas com atrazina.
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Figura 22. Intensidade da decaida da fluorescéncia medida a 20 uys depois da
interrupcéo da luz actinica (DF2 4s) (A) e razéo entre a decaida e a intensidade de
fluorescéncia medidas no mesmo JIP-Tempo (B), em folhas destacadas de ervilhas
tratadas com DBMIB.
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Figura 23. Intensidade da decaida da fluorescéncia medida a 20 uys depois da
interrupcédo da luz actinica (DF2 ,s) (A) e razéo entre a decaida e a intensidade de
fluorescéncia medidas no mesmo JIP-Tempo (B), em folhas destacadas de ervilhas
tratadas com metil viologénio.
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4. DISCUSSAO

Muitos estudos experimentais s&o realizados hoje para investigar o
comportamento energético do sistema fotossintético. H4 um consenso em geral que
em temperatura ambiente, a fluorescéncia da clorofila a de plantas, algas e
cianobactérias, é emitida na regido do espectro entre 680-740 nm, principalmente
pelo FSIlI e isso pode servir como uma investigagdo do destino da energia de
excitacdo (PAPAGEORGIOU et al., 2004). Assim uma andlise adequada da cinética
da fluorescéncia transiente pode fornecer informacdes ndo apenas do FSII, mas
também para todo o processo fotossintético.

No presente trabalho, para estudar a curva de inducdo da fluorescéncia
transiente em folhas de ervilhas utilizou-se diferentes inibidores da cadeia de
transporte de elétrons, tais como DCMU, atrazina e DBMIB e também um aceptor de
elétrons que atua no FSI, o metil viologénio. O DCMU & um inibidor bem conhecido
por bloguear a transferéncia de elétrons de Qa para Qg (VETHUYS, 1981), pois ele
compete com o sitio de ligacdo de Qg na proteina D1 do FSIl (OETTMEIER et al.,
1983; TREBST et al., 1986). Assim sendo, uma vez que o aumento da fluorescéncia
€ principalmente relacionado ao estado redox de Qa, 0 bloqueio de sua reoxidacéo
leva para uma consideravel simplificacdo da cinética de inducéo da fluorescéncia da
clorofila (TOTH et al., 2005).

Na presenca do DCMU em amostras fotossintéticas, o passo J € observado no
mesmo tempo que Fy, indicando um acimulo de Qa reduzido (LAZAR et al., 2009).
Esse fato foi observado em nossos resultados em que a concentracdo de 500 uM do
DCMU em folhas de ervilha, os niveis de intensidade de fluorescéncia atingiu um
pico Unico, onde os valores no passo J foram proximos aos obtidos para Fy. O
mesmo foi verificado por Téth e colaboradores (2005) em folhas de ervilhas
colocadas em bandejas com a concentracao de 200 uM de DCMU, mantidas por 14h
de escuro completo, atribuindo a isso uma completa inibicdo do transporte
fotossintético do lado redutor do FSIlI, que consequentemente impede a reducéo de
NADP™ necessaria para a fixacdo de CO, (OETTMEIER, 1992). Para as outras
concentracbes a caracteristica sigmoide da curva nao foi tdo afetada, apenas
apresentou um aumento no nivel J até a concentracdo de 250 pM de DCMU em
relacdo ao controle, afetando parcialmente o fluxo de elétrons na cadeia

fotossintética.
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A atrazina € um inibidor da atividade fotossintética em plantas, a qual impede a
ligacdo de Qg na proteina D1 e assim impedindo o fluxo de elétrons para o FSI
(HESS, 2000; CHUECA et al., 2001). Assim como a curva de indugcdo de
fluorescéncia de folhas tratadas com 500 uM de DCMU, o tratamento para a mesma
dose de atrazina observou-se 0 mesmo comportamento, explicando que esse
inibidor causou também um acUmulo de Qa reduzida, devido ao bloqueio no
transporte de elétrons além de Qa (HALDIMANN et al., 1999). Isso indica que em
altas concentragbes de atrazina nas folhas interfere diretamente na capacidade da
planta em converter a energia luminosa absorvida em forma de energia
biologicamente disponivel (ATP e NADPH). Em estudos com fitoplanctons, Deblois e
colaboradores (2013) verificaram 0 mesmo prejuizo na conversdo de energia
causado nos tratamentos na presenca de atrazina e também um efeito significante
em cianobactérias e algas.

Segundo Trebst (2007) o DBMIB ndo permite a reoxidacdo do pool de
plastoquinona reduzido pelo complexo cytwer. O principal efeito do DBMIB é fazer
com que a fase I-P desapareca, significando que o nivel | seja aproximadamente
igual ao nivel maximo de fluorescéncia, sob condicbes de luz saturante
(SCHANSKER et al., 2005). Além disso, foi verificado por Belatik e colaboradores
(2013), estudando membranas de tilacoide isolado, que ocorre uma reducédo na fase
OJ da curva de inducdo de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de
DBMIB. Nesse trabalho ndo foi observado nenhum resultado parecido com os
desses autores, uma vez que todas as fases da curva seguiram a mesma
caracteristica sigmoide para todas as concentracdes de DBMIB, assim como no
controle, podendo sugerir entdo que esse composto ndo agiu eficientemente na
inibicdo da reoxidacédo do pool de plastoquinona. Devido ao mecanismo de atuagao
do inibidor, conforme esta na literatura, se esperava uma alteracdo na fase J-I, ja
gue esta relacionada com a reducdo do intersistema da cadeia de transporte de
elétrons (YUSUF et al., 2010) e consequentemente na fase I-P e em Fy também.

O metil viologénio é um composto que aceita elétrons a partir do FSI, ndo
permitindo a reducéo da ferredoxina (SCHANSKER et al., 2005; TOTH et al., 2007),
por isso muitos autores tem estudado o efeito do metil viologénio na curva de
inducdo de fluorescéncia. Munday e colaboradores (1969) observaram que célula de
Chlorella pyrenoidosa infiltrada em solucdo contendo metil viologénio reduziu

fortemente a amplitude da fase I-P. Shansker e colaboradores (2005), encontraram
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em seus resultados que na presenca de metil viologénio ocorreu uma supressao da
fase I-P e ndo teve mudancas nas intensidades de Fy. Para 0os nossos resultados
ocorreu apenas um aumento da fase I-P e nos valores de Fy nas concentracdes de
100 e 500 pM.

Além das andlises da curva de inducdo da fluorescéncia transiente, que é
estudado para avaliar o comportamento do aparato fotossintético das plantas em
diferentes condicOes, alguns parametros sédo derivados do Teste-JIP (TSIMILLI-
MICHAEL et al., 2008), sendo calculados usando valores obtidos durante o aumento
rapido da curva OJIP, os quais também indicam mudancas na estrutura e na
funcionalidade da maquinaria fotossintética.

As folhas de ervilha tratadas com DCMU apresentaram variagdes em alguns
parametros relacionados aos fluxos especificos por centro de reacdo (ABS/RC,
DIo/RC, ETo/RC REYRC). As altas concentracbes do inibidor fez com que
aumentasse a razdo ABS/RC, indicando que o fotossistema teve um aumento
aparente do seu complexo antena para poder compensar a alta perda de energia na
forma de calor (CHRISTEN et al., 2007). Devido a essa alta perda de energia,
consequentemente houve uma reducao na taxa de transporte de elétrons (ETo/RC) e
na reducao dos aceptores finais do FSI (REo/RC), ja que a energia que foi absorvida
nao foi utilizada para fotoquimica. Além disso, os parametros relacionados aos
rendimentos, eficiéncias e probabilidades (Qeo, Weo € PRo), também reduziram com
altas doses de DCMU, podendo afirmar que altas concentracdes desse inibidor tém
um eficiente mecanismo de inibicdo do transporte de elétrons entre Qa € Qg. Para
reforcar essa acdo, notou-se também uma reducdo no rendimento quantico dos
processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos (F\/Fo), ja que este parametro é
relacionado com a energia que foi capturada com a energia que foi dissipada.

Para os tratamentos com concentracdes de 50 e 100 uM de atrazina, houve
uma reducdo apenas no parametro ETo/RC, porém com menor intensidade que o
DCMU, causando bloqueio parcial na cadeia de transporte de elétrons. Isso pode ser
verificado também pela reducéo nos parametros de @g, € Wg, € pelo um aumento na
eficiéncia que um elétron pode mover-se dos aceptores reduzidos do intersistema
para a reducéo dos aceptores finais do FSI (3ro).

Tanto o indice de performance, relacionado com o potencial de conservacao de
energia de fétons absorvidos pelo FSIl para reduzir os aceptores do intersistema

(Plags), quanto o indice de performance, envolvido com a conservacdo de energia
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absorvida pelo FSIlI para a redugédo dos aceptores finais do FSI (Plitar), diminuiram
com aumento das concentracbes de DCMU. O mesmo foi verificado nas folhas
tratadas com a concentracao de 250 pM de atrazina. A reducédo desses parametros
indica uma perda na capacidade das plantas em realizar as reacfes fotoquimicas
(THACH et al., 2007), ou seja, na eficiéncia de utilizar a energia absorvida pela
antena para a conversao em energia na forma de ATP e NADPH. Segundo Chen e
colaboradores (2011), o indice de performance (Plita), que mede o desempenho até
os aceptores finais do FSI, é um dos parametros do Teste-JIP mais sensivel, isso
se deve pela incorporacdo de varios outros paramentos, como: ®po, Oro, Weo €
RC/ABS (TSIMILLI-MICHAEL et al., 2008), o que pode ser relacionado com as
condicles fisiologicas da planta, como o desenvolvimento e a sobrevivéncia em
condicbes de estresse. Os indices de performance demonstram comportamentos
mais sensiveis, do que o0 parametro relacionado com o rendimento quantico
fotoquimico maximo do FSIl (ppo=Fv/Fn), em plantas sob condicbes de estresse
(OUKARROUUM et al., 2007). Isso pode ser confirmado com os resultados obtidos
no trabalho, pois o parametro Fy/Fy ndo sofreu nenhuma variacdo em relacdo ao
controle para nenhum dos inibidores utilizados.

Além de ser considerado um inibidor da reoxidacdo do pool de plastoquinona,
algumas pesquisas tém demonstrado que o DBMIB pode atuar como um doador
artificial de elétrons diretamente para Pzoo oxidada (SHANSKER et al., 2005). Esse
fato pode ser observado nas folhas de ervilha tratada na concentracao de 500 uM de
DBMIB, pois houve um aumento nos parametros que estdo envolvidos com a
eficiéncia e o rendimento que um elétron move-se do intersistema e reduz os
aceptores finais do FSI (REo/RC, @ro € Oro). Alem disso, também aumentou 0 Plital,
ja que esse indice de performance esta envolvido com esses parametros.

Os tratamentos de folhas de ervilha com 500 pM de metil viologénio,
apresentaram uma reducdo nos parametros envolvidos com a reducdo dos
aceptores finais do FSI (REJ/RC, @ro € dro) € consequentemente No Pliga, indicando
assim que nessa concentracdo houve uma inibicdo no lado aceptor do FSI,
confirmando o que Téth e colaboradores (2007) relataram sobre o local de atuacéo
desse inibidor.

A reflexdo modulada a 820 nm tem sido recentemente estudada para avaliar a
capacidade fotossintética do FSI, através de uma analise do estado redox do centro

de reacdo P € da PC (YAN et al.,, 2013). Um acumulo de P7o € plastocianina
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oxidadas aumenta a absorbancia a 820 nm, resultando em uma diminuicdo de
MR/MR, (fase rapida). Subsequentemente, ocorre uma re-reducdo de ambos pelos
carreadores de elétrons do intersistema, aumentando a razdo MR/MRy (fase lenta)
(SCHANSKER et al., 2003). Geralmente, o tempo de duracdo em que MR/MR, é
minimo (estado de transicdo em que as taxas de oxidacdo e re-reducdo sao iguais),
esta na mesma faixa que a fase J-l1 da fluorescéncia transiente, enquanto que a fase
lenta aparece principalmente na fase I-P da fluorescéncia transiente (SCHREIBER et
al., 1989; SCHANSKER et al., 2003; STRASSER et al., 2010).

Em nosso trabalho isso foi observado em todos os tratamentos, porém as folha
de ervilha tratadas com a concentracdo de 500 uM de DCMU e atrazina, a fase de
re-reducao de P7o0 € PC oxidados foi perdida, indicando que houve uma inibi¢ao
completa do fluxo de elétrons além de Qa’. Além disso, as folhas tratadas com
DCMU ja apresentaram uma queda na taxa de re-reducado a partir da concentracao
minima (25 pM), visto que na fase J-I da fluorescéncia transiente também ja tem
aumentos significativos na sua intensidade a partir dessa dose, 0 que néao foi
observado para atrazina. Toth et al. (2005) em seu experimento com DCMU,
observou o mesmo comportamento da transiente de MR/MRy, indicando que P €
plastocianina foram oxidados e permaneceram oxidados durante uma sequéncia de
luz vermelha e vermelho distante, pois o0 bloqueio de elétrons na cadeia
transportadora, ndo permitiu a reducdo do pool de plastoquinonas, permanecendo
PQ oxidada durante os diferentes pulsos de luz (SCHANSKER et al., 2005) .

Os resultados da reflexdo modulada a 820 nm, para as folhas tratadas com
diferentes concentracdes de DBMIB, ndo se observou nenhuma diferenca na
transiente de MR/MRy, em face deste inibidor ter a capacidade potencial de atuar
como um doador de elétrons para o FSI, entretanto, a maior concentracdo de metil
viologénio diminuiu a transiente da fase de re-reducdo de Pq € plastocianina. Em
pesquisa com DBMIB realizado por Schansker (2005) e colaboradores ndo estdo de
acordo com 0s nossos resultados, eles observaram que folhas na presenca de
DBMIB permaneceram nos estado oxidado durante a sequéncia de pulsos de luz
vermelha e vermelha distante, indicando que o DBMIB efetivamente impediu que os
elétrons do FSII alcancassem a P;qo € a plastocianina. J4 os tratamentos com metil
viologénio, os resultados do mesmo autor, observou-se um comportamento similar
ao0s nossos ha cinética de MR/MRy. De acordo com Lin et al. (2007), metil viologénio

€ responsavel pela producédo de espécies reativas de oxigénio, que degrada as
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proteinas do FSII. Isso pode explicar a diminuicdo na taxa de re-reducédo de P €
plastocianina na concentracdo de 500 puM de metil viologénio, visto que o metil
viologénio aceita elétrons da cadeia de transporte de elétrons na mesma taxa que o
FSII esta transferindo esses elétrons para a cadeia (SHANSKER et al., 2005).

De acordo com Goltsev (2009) e colaboradores, a cinética de DF é composta
por varios componentes, cada um com diferenca de duracdo e amplitude, sendo
emitida por causa do retorno da transferéncia de elétrons e da recombinagéo de
carga de varios estados redox do FSII, tais como Pego Pheo, Pego'Qa, Z'Qn,
S3:Z'QaQs, S3Z'QaQs®. Na curva de inducdo de DF duas fases podem ser
observadas: uma fase que ocorre até cerca de 300 ms, incluindo os picos |; (7ms) e
I, (50ms) e uma fase lenta que pode durar até minutos (GOLTSEV et al., 2009;
STRASSER et al., 2010; OUKARROUN et al., 2013).

De acordo com Goltsev et al. (2005) o pico I; € um resultado do aumento do
gradiente elétrico transmembrana, formado pelo FSI quando Pzqo esta oxidado, e do
acumulo de centros de reagdes com Qg semi reduzido (Z"PsgoQaQg), enquanto que
I, € relacionado com o aumento do estado Z PggoQa Qg durante a reducdo do pool
de PQ. Esses estados tem um rendimento relativamente alto na emissdo de DF.
Além disso, o ponto I, da curva de inducédo de DF esta provavelmente relacionado
com a reabertura prolongada de Pggo, pela transferéncia de elétrons acelerada pela
qguinona Qg reduzida enquanto PQH, estd sendo reoxidada pelo FSI, antes da
reducdo completa do pool de plastoquinona (GOLTSEV et al., 2009; STRASSER et
al., 2010; KALAJI et al., 2012).

Esse fato pode ser observado em nossos resultados, em folhas de ervilha
tratadas com DCMU e atrazina. Uma vez que esses dois inibidores tem o
mecanismo de bloquear a transferéncia de elétrons de Qa para Qg, isto €, na
concentragdo de 500uM deles foi verificado uma perda da cinética da DFaoys
(primeira medida de DF confiavel durante intervalos de escuro), onde os dois pico, I;
e l,, também desapareceram, ja que ndo houve a formacdo dos estados
Z'PesoQaQr” (1) e Z'PsgoQa Qs (l2), que s&o as recombinacdes de carga
responsaveis pela inducdo de DF. Além disso, pode ser justificado esse fato também
nos tratamentos com DBMIB, que ndo houve alteracdo na cinética de inducao de
DF,o.s, indicando que esse inibidor ndo afetou a formagdo da recombinagédo de
carga, mas também os tratamentos com metil viologénio, nos quais as alteracdes

nao diferiram em relagéo ao controle.
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A razdo de DF,o.s/PF expressa a taxa de repopulagéo de clorofilas excitada
por absorcdo. Esta razdo é determinada pela concentragdo dos estados de emisséo
de luz (resultado da recombinacdo de carga) no momento em que a luz actinica €
desligada, que por sua vez € dependente da taxa de centro de reacdo fechados (Qa
reduzido), ou seja, é esperado uma diminuicdo de DFqus/PF & medida que diminui
os centro de reacdo abertos (STRASSER et al., 2010). Assim como na curva de
DF,ous para as folhas tratadas com DCMU e atrazina, a curva de indugdo de
DF,ous/PF também reduziu com aumento das concentracdes, desaparecendo na
dose de 500 pM, indicando assim uma taxa de repopulagcéo de clorofilas excitada
muito baixa, consequentemente uma diminuicdo da recombinacdo de carga dos
estados que emitem DF, também ocorre. Ja para os tratamentos com e DBMIB néo
afetou essa taxa de repopulacdo de clorofilas excitadas nao foi alerada, visto que a
intensidade da curva de DFyq.s/PF de folhas de ervilha tratadas com esse inibidor
nao mudou em relacdo ao controle, sendo 0 mesmo observado com os tratamentos

com metil viologénio, onde as altera¢des nédo diferiram do controle.

5. CONCLUSAO

A medida simultdnea da fluorescéncia transiente da clorofila a, da decaida da
fluorescéncia e a reflexdo modulada a 820 nm € uma ferramenta importante para
avaliacdes da atividade da cadeia de transporte de elétrons fotossintético. Dessa
maneira, uma analise detalhada das trés medidas, permite coletar e correlacionar
uma série de informacBes sobre o efeito de diferentes inibidores de pontos

especificos de toda a cadeia de transporte de elétrons fotossintético.
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