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RESUMO

DALBERTO, Davi Silva. Estresses abidticos em plantas de Ricinus communis.
87f. Tese (Doutorado em Fisiologia Vegetal) - Programa de PO4s-Graduacdo em
Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Dentre as espécies vegetais oleaginosas utilizadas como fonte renovavel de
combustiveis e matéria prima industrial, a mamona (Ricinus communis L.) tem
grande destague em virtude do alto teor de 6leo nas sementes e conteudo de acido
ricinoléico (80-90% da composicdo dos acidos graxos), além de sua rusticidade. Em
razdo da necessidade de aumentar a producdo vegetal de forma a suprir as
necessidades energéticas frente ao rapido crescimento populacional, o
entendimento de como os fatores ambientais alteram a fisiologia das plantas é de
grande interesse, uma vez que as plantas sdo frequentemente expostas a estresses
abidticos. Neste trabalho foi avaliado o efeito de estresses ambientais como seca,
alagamento do solo e exposicdo a baixa temperatura sobre a capacidade
fotossintética e crescimento de plantas jovens de mamona. No primeiro experimento,
plantas jovens de mamona das cultivares ‘BRS Gabriela’ e ‘IAC Guarani’ foram
cultivadas em casa de vegetacdo. Quando apresentaram o par de folhas primarias
expandido, as mesmas foram submetidas ao estresse por seca por 36 dias. No
segundo experimento, plantas jovens de mamona das cultivares ‘AL Guarany 2002’
e ‘IAC Guarani’ foram cultivadas na mesma condicdo do primeiro experimento.
Quando apresentaram sete a oito folhas foram submetidas ao alagamento do solo
por cinco dias. No terceiro ensaio, plantas jovens de mamona das cultivares ‘AL
Guarany 2002’, ‘BRS Gabriela’ e ‘IAC Guarani’ foram submetidas ao frio quando
apresentaram o par de folhas primarias, pela transferéncia para condi¢cdes naturais
de campo no periodo de inverno. No primeiro experimento, a reducdo da
fotossintese ocorreu em funcdo do aumento da resisténcia estomatica com o
decorrer do estresse, e posteriormente, pelo aumento de centros de reacao inativos
e da dissipacdo da energia absorvida, sendo observado reducdo dos indices de
performance aos 36 dias estresse. Foi detectado que as plantas estressadas
apresentaram menor crescimento. No segundo experimento, a redugdo da
assimilacdo de carbono ocorreu em funcdo da menor abertura estomatica em

conjunto com a reducédo da eficiéncia de carboxilagéo. Por outro lado, a atividade da



cadeia transportadora de elétrons foi estimulada quando as plantas estdo em
condicbes de alagamento do solo, sendo registrado aumento dos indices de
performance em relacdo ao controle. No terceiro experimento, a exposi¢ao as baixas
temperaturas afetou o funcionamento do aparato fotossintético, reduzindo a
atividade fotoquimica e o fluxo de elétrons pelo interssistema. O tempo para
alcancar fluorescéncia maxima aumentou nas plantas expostas as baixas
temperaturas. Foi identificado que a atividade do fotossistema Il foi mais sensivel do
gue o do fotossistema | em plantas de mamona expostas as baixas temperaturas.
No entanto, apesar dos danos ocorridos ao aparato fotossintético durante o
estresse, as plantas jovens de mamona apresentaram capacidade de recuperacao
apos o retorno a casa de vegetacdo com temperatura normal. Portanto, durante o
desenvolvimento deste trabalho, pode-se notar que 0s estresses alteraram a
atividade fotossintética das plantas de mamona com intensidade e mecanismos
distintos, sendo observando menor tolerancia da cultivar ‘IAC Guarani’ aos estresses
hidricos estudados neste trabalho, quando comparada as cultivares ‘AL Guarany
2002’ e ‘BRS Gabriela’, enquanto que no estresse por baixas temperaturas as trés
cultivares apresentaram comportamento semelhante, sendo a cultivar BRS Gabriela

menos sensivel a esse estresse.

Palavras-chave: Ricinus communis L.; Fotossintese; Teste JIP; Trocas gasosas;

crescimento



ABSTRACT

DALBERTO, DAVI SILVA. Abiotic stresses in Ricinus communis plants. 87f.
Thesis (Doctoral degree in Plant Physiology) - Programa de Pdés-Graduagcdo em
Fisiologia Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2015.

Among the oil plant species used as a renewable source of fuels and industrial raw
material, castor bean (Ricinus communis L.) is of great importance due high oll
content of the seeds and content of ricinoleic acid (80-90% of the acid fatty
composition), and its rusticity. The need to increase crop production in order to meet
the energy needs ahead with rapid population growth, the understanding about
environmental impact in the physiology of plants is of great interest, since the plants
are often exposed to abiotic stresses. This study aimed to evaluate the effect of
environmental stresses such as drought, flooding and exposure to low temperature
on the photosynthetic capacity and growth of young plants of castor bean. In the first
experiment, young plants of castor bean cultivars 'BRS Gabriela’ and '|AC Guarani'
were grown in the greenhouse. Plants were used at the primary pair leaf stage and
divided into well-drained and drought treatments for 36 days. In the second
experiment, young plants of castor bean cultivars 'AL Guarany 2002’ and ‘IAC
Guarani' were grown in the same condition in the first experiment. Plants were used
at the 7- to 8-leaf stage and were divided into well-drained and flooded treatments for
five days. In the third test, young plants of castor cultivars 'AL Guarany 2002', 'BRS
Gabriela' and 'lAC Guarani’ were subjected to low temperatures at primary pair leaf
stage, through of the transfer to natural field conditions during the winter. In the first
experiment, the impair of photosynthesis was due to increased stomatal resistance in
the course of stress, and subsequently, increase of inactive reaction centers and
dissipation of the absorbed energy, being observed reduction in performance indices
at 36 days stress. It was noted that stressed plants showed lower growth. In the
second experiment, the reduction of carbon assimilation occurred due to decreased
of both stomatal aperture and carboxylation efficiency. On the other hand, the
transport chain activity of electrons was stimulated in flooded plants, with largest
performance index in relation to the control. In the third experiment, exposure to low
temperatures affected the functioning of the photosynthetic apparatus, with decrease

the photochemical activity and the electron flow from the intersystem. The time to



reach maximum fluorescence increased in plants exposed to low temperatures. It
was identified that the activity of photosystem Il was more sensitive than
photosystem | in castor bean plants exposed to low temperatures. However, despite
the damage incurred to the photosynthetic apparatus during stress, castor bean
seedlings showed resilience after returning to the greenhouse with normal
temperature. Therefore, during the development of this work, it can be noted that the
stresses changed the photosynthetic activity of the castor bean plants with intensity
and different mechanisms, and observed a lower tolerance 'lAC Guarani' to water
stress studied in this work compared to cultivars 'AL Guarany 2002' and 'BRS
Gabriela’, while in stress low temperatures the three cultivars behaved similarly,

however, ‘BRS Gabriela’ was less sensitive to this stress.

Keyword: Ricinus communis L.; Photosynthesis; JIP-Test; Gas exchange; Growth
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INTRODUCAO GERAL

O impacto ambiental causado pela dependéncia de uso de petroleo e a
constante elevacdo de custo desse produto tém estimulado, nos ultimos anos, o
cultivo de oleaginosas para suprir a necessidade de fontes renovaveis de
combustiveis e matérias-primas industriais (DYER et al., 2008; ATABANI et al.,
2013). Aliado a isso, estima-se que a agricultura possui grande potencial de
mitigacdo das mudancas climaticas, auxiliando na eliminacdo de emissdes de gases
com efeito de estufa através do sequestro de didxido de carbono (IPCC, 2007).

Os dleos vegetais possuem 90% do conteudo de calor do diesel derivado do
petréleo, tendo teor energético mais elevado do que outros recursos bioenergéticos
como o etanol (AGARWAL, 2007). Ademais, por ser o bioproduto quimicamente
mais similar ao petréleo, o éleo vegetal tem enorme potencial para substitui-lo na
indastria quimica (DYER et al., 2008). O valor industrial de um 6leo é determinado,
em grande parte, pela sua composicado de acidos graxos, e ainda que a maioria dos
Oleos vegetais contenha basicamente cinco acidos graxos (estedrico, palmitico,
oleico, linoleico, linolénico), existe uma grande diversidade de acidos graxos
presentes na natureza, com potencial para utilizacdo na industria (CAHOON et al.,
2007).

Neste cenario, o 6leo obtido da mamona surge como alternativa viavel de
fonte de matéria-prima, visto que o conteudo de oléo nas sementes varia entre 40-
55%. Embora ndo possa ser utilizado para alimentacdo, € mais versatil do que
outros Oleos vegetais, pelo elevado teor de acido ricinoléico (80-90%), tendo o
restante de sua composic¢ao formada por acido linoléico (3-6%), acido oléico (2-4%),
acidos graxos saturados (1-5%) (SCHOLZ e SILVA, 2008), além de possuir cerca de
10% de glicerina. Independentemente do seu pais de origem ou época de cultivo,
sua composicao quimica permanece relativamente constante (MUTLU e MEIER,
2010).

Atualmente, o 6leo de mamona é usado para muitas aplicagbes, como
matéria-prima para combustiveis e produtos quimicos derivados do o6leo, entre eles
componentes reativos para tintas e revestimentos, polimeros e fibras sintéticas (XIE
e GUO, 2002; VERHE et al., 2004; GANDINI, 2010; BELGACEM e GANDINI, 2011).
Essa vasta gama de aplica¢gfes industriais de 6leo de ricino elevou sua procura no

mercado mundial.
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A espécie Ricinus communis L., pertence a familia Euphorbiaceae, com
origem evolutiva na Etidpia. Originalmente é uma &rvore ou arbusto perene,
podendo crescer acima de 10 m de altura, contudo, as variedades para cultivo anual
crescem entre 60-120 cm. Trata-se de uma planta tipicamente tropical, apesar do
cultivo ter se intensificado fora dos tropicos. E considerada uma planta rustica,
todavia sua producdo e rendimento dependem fortemente das condi¢cdes
ambientais, sendo a precipitacdo pluvial, temperatura e umidade relativa do ar
fatores que influenciam a produtividade da cultura (SILVA, et al.,, 2000; SAVY
FILHO, 2004).

O Brasil é o sexto maior produtor mundial de mamona, com producdo de
119,5 mil toneladas de baga, com rendimento de 277 kg ha™ de baga (FAO, 2013),
sendo a india o maior produtor mundial, onde este valor alcanca 1.500 kg ha™,
sendo evidente a necessidade do aumento da capacidade do rendimento no Brasil,
em relacéo a india.

Em relacdo ao cultivo de mamona no Brasil, ha disponivel somente 23
cultivares registradas, com poucas informacdes a cerca de sua fisiologia e resposta
a estresses. Entre as cultivares utilizadas atualmente, a cultivar IAC Guarani € a
mais antiga, tendo sido lancada em 1974 pelo Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), a qual se destaca por sua rusticidade e produtividade (1950 a 4000 kg ha-1),
apresentando ciclo de 180 dias, porte médio e frutos indeiscentes, o que possibilita a
colheita mecanizada. A cultivar AL Guarany 2002, lancada pela Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral (CATI) no ano de 2002, possui caracteristicas
semelhantes a IAC Guarani acerca de ciclo, porte e deiscéncia. Entretanto, ainda
gue contem com caracteristicas similares, a cultivar Al guarani 2002, é
preferencialmente cultivada no Rio Grande do Sul, por apresentar maior
adaptabilidade as condicdes edafoclimaticas da regido, e, portanto alcancando
produtividade superior a obtida nos cultivos de IAC Guarani. Lancada em 2012, a
cultivar BRS Gabriela apresenta ciclo de 150 dias, porte baixo e frutos indeiscentes,
obtendo alta produtividade. No entanto, devido seu langamento recente, poucas
informacgdes acerca dessa cultivar sdo obtidas na literatura.

Ha& uma consciéncia crescente de que sao necessarios mais investimentos
em pesquisa nos cultivos agricolas, de forma a aumentar a produtividade e suprir as
necessidades alimentares e energéticas frente ao rapido crescimento populacional.

Dessa forma, a busca pelo entendimento de como os fatores ambientais alteram os
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processos bioquimicos e fisiolégicos, que acarretam em reducdo da biomassa e
produtividade dos cultivos, sdo de fundamental importancia, uma vez que as plantas
frequentemente sdo expostas a estresses ambientais (condicbes ambientais sub ou
supra oOtimas). As mudancas climaticas globais aumentam a vulnerabilidade da
agricultura aos estresses abibticos, e a previsdo da continua elevacdo das
temperaturas (DORE, 2005), leva ao aumento na incerteza da frequéncia e
intensidade das chuvas (GARBRETCH et al., 2014), que pode ter consequéncias
como periodos extensos de estiagens, bem como episodios de precipitacdo intensa
que causam o alagamento do solo. Além disso, alteracdes na distribuicdo de massas
de ar frio causam episodios subitos de baixas temperaturas no inicio da primavera
(CAMPOS et al., 2013), o que pode afetar as plantas em desenvolvimento inicial,
cultivadas nesse periodo.

A fotossintese, processo responséavel pela conversdo da energia luminosa em
energia quimica e absor¢cao do CO2 da atmosfera para formacdo de esqueletos de
carbono na biomassa vegetal, é afetada por modificacdes no clima, e requer maior
atencdo quanto aos estudos dos estresses abidticos sobre a fisiologia de plantas e
produtividade vegetal.

A proteina D1 do complexo proteico do fotossistema Il (FSII) é extremamente
sensivel a perturbacdes causadas por estresses, sendo degradada sob condi¢cdes
desfavoraveis (GOH et al., 2012), perturbando a atividade da cadeia transportadora
de elétrons no cloroplasto, o que reduz a producdo de NADPH, e ATP. Ademais, a
enzima Ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco), responséavel pela
fixacdo do CO, em plantas, tem sua atividade carboxilase afetada em condi¢des de
estresse, devido aumento da concentragdo de inibidores, redugcéo da regeneracao
de Ribulose 1,5 bisfosfato (RuBP), alteragéo do pH do estroma, entre outros fatores,
afetando as reacdes do ciclo de Calvin e diminuindo a assimilacao liquida de CO,
nas plantas estressadas (GALMES et al., 2103).

Medicbes de fotossintese sdo muito importantes para avaliar a fisiologia
vegetal (GUO e TAN, 2013), de forma a comparar e compreender a produtividade de
sistemas vegetais, bem como a sua resposta a estresses ambientais (MILLAN-
ALMARAZ et al, 2009). O aparato fotossintético, especialmente o FSII, é
extremamente sensivel a diferentes estresses, podendo ser afetado antes mesmo

de danos morfoldgicos serem observados. A deteccdo precoce do estresse pode ser
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utilizada para identificar condicfes fisiologicas das plantas sobre variavel escala
espacial e temporal antes mesmo que os efeitos sejam aparentes.

Os efeitos dos estresses bem como a adaptacdo aos mesmos podem ser
monitorados através da andlise do comportamento do aparato fotossintético
(STRASSER e TSIMILLI-MICHAEL, 2001; ZARCO-TEJADA et al., 2002). Dentre os
métodos usados como indicadores de estresses ou das variacdes fisioldgicas, a
andlise da fluorescéncia da clorofila a vem sendo amplamente utilizada para
selecionar plantas tolerantes aos estresses ambientais. A ampla utilizacdo da
fluorescéncia da clorofila a é decorrente do fato de ser um método ndo destrutivo, de
baixo custo, relativamente simples de utilizar e por permitir fazer inferéncias sobre
processos fundamentais do aparato fotossintético (BAKER e ROSENQVIST, 2004;
OUKARROUM et al., 2009; YUSUF et al., 2010).

A energia da luz absorvida por moléculas de clorofila pode ser utilizada (i) no
efeito fotoquimico na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese, (i) na
dissipacdo de energia como calor; ou (iii) ser emitida como luz (fluorescéncia)
(BAKER, 2008). Estes trés processos nao existem isoladamente, mas sim em
concorréncia uns com 0s outros, tanto que o aumento na eficiéncia em um resultara
em decréscimo na producao dos outros dois (MURCHIE e LAWSON, 2013).

A emissao de fluorescéncia baseia-se no efeito “Kautsky”, onde uma amostra
de tecido fotossintético mantido no escuro por tempo suficiente resulta em um valor
de fluorescéncia minima ou inicial (Fp), sendo que nesta condicdo a oxidacdo das
quinona A (Qa) (aceptor inicial de elétrons do FSIl) é maxima, considerando assim
que todos os centros de reacdo do FSIl estdo “abertos”. Quando a amostra é
iluminada por um pulso de luz saturante por curto periodo, € obtida a intensidade de
fluorescéncia maxima (Fy), onde o contetddo de Qa esta completamente reduzido, ou
seja, todos os centros de reacéo estado “fechados” (KRAUSE e WEIS, 1991). Estes
parametros séo utilizados para calcular a fluorescéncia variavel (Fyv = Fu-Fo),
permitindo o calculo da razdo F\/Fy, frequentemente utilizada para estimar a
atividade fotoquimica do FSIl (MAXWELL e JOHNSON, 2000; ROHACEK, 2002).

No entanto, quando o aumento da intensidade de fluorescéncia é plotado em
uma escala logaritmica de tempo, é observada uma curva polifasica, com passos
intermediarios J e | entre a fluorescéncia minima (passo O) e a maxima (passo P),
sendo denominada curva transiente OJIP. O aumento da fluorescéncia de uma

intensidade minima do passo O para o passo J, ocorre entre 2 e 3 ms, e €
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denominado como fase fotoquimica. Esta fase é fortemente dependente de luz e
contém informacdes sobre a reducdo do conteudo de Qa, ou seja, do lado aceptor
do FSII (STIRBET e GOVINDJEE, 2011). A fase J-I-P € denominada fase térmica e
reflete a reducdo do restante da cadeia transportadora de elétrons (STIRBET e
GOVINDJEE, 2012). A fase JlI pode ser associada com a reducgéo do interssistema
da cadeia transportadora de elétrons e a fase IP com o fluxo de elétrons na reducéo
dos aceptores finais de elétrons do FSI (SCHANSKER et al., 2014; XIN et al., 2013).

O Teste JIP, desenvolvido por Strasser e Strasser (1995), utilizando os pontos
obtidos na curva transiente OJIP, fornece informacgdes detalhadas sobre estrutura e
atividade do FSII, tamanho do sistema antena, atividade de transporte de elétrons e
reducdo de aceptores finais de elétrons do FSI (STRASSER et al., 2004; TSIMILLI-
MICHAEL e STRASSER, 2008).

Outro método de avaliagdo da atividade fotossintética é baseado nas trocas
gasosas, sendo que atualmente € o método mais comum utilizado para a medicéo
de fotossintese. Este procedimento consiste em isolar uma amostra fotossintética
em uma camara fechada, de forma a registrar as alteracbes nas propor¢cdes de
vapor de agua e gas carbénico, permitindo assim que a taxa de assimilacdo liquida
de carbono, a taxa de transpiracdo, a conduténcia estoméatica e concentracao
intercelular de CO, sejam calculadas (von CAEMMERER e FARQUHAR, 1981,
LONG e BERNACCHI, 2003).

Técnicas de andlise da fluorescéncia de clorofila a, juntamente com medi¢céo
das trocas gasosas, tem sido cada vez mais utilizadas, de forma a fornecer
informacg0des adicionais sobre a performance fotossintética (MAXWELL e JOHNSON,
2000; NABITY et al., 2009; WONG et al., 2012). O uso destas técnicas como forma
de identificar alteracdes no comportamento fotossintético em plantas submetidas ao
déficit hidrico (van HEERDEN et al., 2007; RAPACZ et al., 2010; KOLLER et al.,
2013), alagamento (RENGIFO et al., 2005; LI et al., 2007; JING et al., 2009), baixas
temperaturas (PIETRINI et al., 2005; STRAUSS et al., 2007) e altas temperaturas
(JIANG et al., 2006; SHANMUGAM et al., 2013; YAN et al., 2013b) tem sido bem
sucedido. Assim tem sido possivel o estudo dos efeitos de diferentes estresses
sobre a capacidade fotossintética de diversas plantas, bem como a identificacédo e a

compreensao dos mecanismos que possam atenuar tais efeitos.
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O objetivo deste trabalho foi avaliar o comportamento do aparato
fotossintético, trocas gasosas e crescimento de plantas jovens de mamona

submetidas ao déficit hidrico, alagamento e exposicéo a baixa temperatura.
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CAPITULO 1

ATIVIDADE FOTOSSINTETICA DE DUAS CULTIVARES DE Ricinus communis
L. SUBMETIDOS AO DEFICIT HIDRICO

INTRODUCAO

Alta adaptabilidade e tolerancia a condi¢cdes adversas tem permitido o plantio
de mamona em regifes marginais aos cultivos agricolas (SEVERINO et al., 2012).
Atualmente, as areas predominantemente cultivadas com mamona estdo em regides
semiaridas e aridas da india, China e Brasil (BABITA et al., 2010). Nestes ambientes
as plantas vivenciam situacfes de déficit hidrico frequentemente, mais pela
distribuicdo erratica de chuvas do que pelo contetdo de agua em si.

A fotossintese é um dos alvos primarios dentre as alteragfes fisiol6gicas da
planta sobre déficit hidrico (PINHEIRO e CHAVES, 2011). Estudos que abordam o
efeito da restricdo hidrica sobre a fotossintese demonstram que nessas condicdes a
reducdo da taxa de assimilacdo de carbono deve ser atribuida a (i) limitacdo
estomatica, com aumento da resisténcia estomatica a saida de agua e entrada de
CO; e (i) ndo-estomética, que inclui a degradacdo de pigmentos, inativacdo dos
fotossistemas e reducgdo da atividade das enzimas do Ciclo de Calvin (ASHRAF e
HARRIS, 2013), provocando a reducédo da produtividade vegetal.

E sabido que as plantas de mamona apresentam certa capacidade de tolerar
a seca, porém, o comportamento do aparato fotossintético frente a esse estresse é
pouco conhecido. Desta forma, pesquisas balizadas por esse propésito sdo de
grande valia, visto que tais conhecimentos sao fundamentais para manejo do cultivo
e para desenvolvimento de programas de melhoramento, considerando-se que o
desempenho fotossintético € um dos fatores determinantes na producdo de
biomassa (ZHU et al., 2008).

Dentre os métodos para avaliagdo da funcionalidade do aparato fotossintético,
tem-se destacado o uso da medicao da fluorescéncia transiente da clorofila a, por
ser uma técnica ndo-invasiva, rapida, altamente sensivel e de facil manuseio
(STRASSER et al., 2004). A correta analise e interpretacdo da curva polifasica do
aumento da intensidade de fluorescéncia (curva OJIP) permite avaliar as reacdes
fotoquimicas na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese (STRASSER et al.
2010).
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A andlise da fluorescéncia transiente associada a outros métodos, como as
trocas gasosas, tem sido empregada com sucesso na andlise de plantas submetidas
a estresses abidticos, como déficit hidrico (GOMES et al., 2012), alagamento
(MARTINAZZO et al., 2011), salinidade (KALAJI et al., 2011), toxicidade por ferro
(ADAMSKI et al., 2011) e calor (HUTHER et al., 2013). Dessa forma, o uso dessas
técnicas no estudo do impacto do déficit hidrico de plantas de mamona é de grande
valia, de forma a entender o comportamento do aparato fotossintético de plantas sob
estresse, permitindo a selecédo de gendtipos tolerantes e mecanismos de adaptacao,
fornecendo informagfes que contribuem para o melhoramento dessa espécie, bem
como de outras plantas cultivadas sensiveis a esse estresse.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do déficit hidrico sobre a
atividade fotossintética e crescimento de plantas jovens de das cultivares BRS

Gabriela e IAC Guarani.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e conducéo do ensaio

O experimento foi instalado no dia 18/02/13, sendo conduzido em casa de
vegetacdo com temperatura média de 25 + 4°C e com condi¢cfes de irradiancia que
alcancaram a média maxima de aproximadamente 540 pmol fétons m? st de
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo durante o periodo
experimental. Sementes de duas cultivares de mamona (Ricinus communis L.),
cultivares BRS Gabriela e IAC Guarani, foram semeadas em vasos de 10 L (cinco
sementes por vaso) contendo mistura de latossolo vermelho e areia, na proporcéo
de 3:1. Uma semana ap0s a emergéncia procedeu-se o desbaste, deixando uma
planta por vaso. Trés vezes por semana foi adicionada solucdo nutritiva de Hoagland
e Arnon (1950). Quando as plantas apresentaram o par de folhas primarias
completamente expandido (dia 18/03/2013), iniciaram-se os tratamentos, sendo que
metade dos vasos de cada cultivar tiveram sua irrigacdo suspensa e os demais
permaneceram sendo irrigados (controle).

As leituras de trocas gasosas e fluorescéncia transiente da clorofila a foram
realizadas no primeiro dia apos o inicio do estresse, e repetidas em intervalos de

sete dias até o 36° dia apds o inicio do tratamento.
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Andlise da fluorescéncia transiente da clorofila a: Normalizacédo e subtracdo de
transientes e Teste JIP

A emisséo da fluorescéncia da clorofila a foi medida com fluordmetro portétil
modelo HandyPEA (Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, Reino Unido), utilizando-se o
primeiro par de folhas expandidos. As medidas foram realizadas no periodo da
manha em folhas previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos. A fluorescéncia
transiente foi obtida mediante a emissdo de um pulso de luz saturante (intensidade
de 3.000 umol fétons m? s™). A intensidade de fluorescéncia emitida pelas clorofilas
foi medida entre 50 ps e 1 s, obtendo os seguintes passos: O (50 us, fluorescéncia
inicial, Fo), K (300 us), J (2 ms), | (30 ms) e P (fluorescéncia maxima, Fy).

Para avaliacdo mais detalhada entre os passos OK e OJ, a curva transiente
foi normalizada como fluorescéncia relativa variavel, como segue: Wok = (Ft- Fo)/(Fk
- Fo) e Woy = (Ft - Fo)/(F; - Fo), respectivamente. Adicionalmente, as diferencas
cinéticas foram calculadas a partir da fluorescéncia relativa variavel, Wox € Wo;,
através da subtracdo dos transientes das plantas submetidas ao alagamento e
controle, conforme descrito: AWok = (Wok(estresse) = Wok(controle)) € AWoy = (Woy(estresse) -
Woscontrole)), revelando a presenca da banda-L e banda-K, respectivamente (YUSUF
et al., 2010).

A partir da intensidade da fluorescéncia transiente da clorofila a foram
calculados os parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e STRASSER,
1995, TSMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008), sendo que os mesmos foram

normalizados em relacéo aos respectivos controles.

Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram medidas no primeiro par de folhas expandidos,
utilizando-se de um analisador portatil infravermelho de CO,, modelo LI-6400XT (LI-
COR, Inc., Lincoln, NE, EUA), sendo que as medidas foram realizadas entre as 10 e
11 h. As condicdes da camara foliar foram controladas de forma a obter a
concentracdo de CO, em 380 pmol CO, mol” e densidade de fluxo de fétons

fotossinteticamente ativo de 1.200 pmol fétons m? s™,

Foram estimadas a taxa
assimilatéria liquida de CO; (A), a condutancia estomatica (gs), a taxa transpiratoria
(E), e a concentracao interna de CO; (C;). A taxa assimilatoria liquida de CO; e taxa
transpiratéria (E) foram calculadas segundo o modelo de von Caemmerer e

Farquhar (1981).
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Crescimento vegetal

Ao final do experimento (63 dias apds a semeadura), foram realizadas as
medicdes biométricas de crescimento: (i) altura da planta, utilizando uma régua
milimetrada, considerando o ponto inicial, regido do colo, até a insercdo da ultima
folha; (ii) didametro do caule, aferido com um paquimetro na altura do colo; (iii)
namero de folhas; (iv) area foliar total, mensurada por meio de medidor automatico
de area foliar modelo LI-3100 (LI-Cor Inc., Lincoln, NE, EUA); e ap0s a secagem em
estufa com circulacdo de ar forcada, a 70°C por um periodo de pelo menos 72h,
mensuradas a (v) massa seca de folhas e (vi) massa seca do caule. A partir dos
dados primarios de area foliar total e massa seca de folhas calculou-se a area foliar

especifica, pela razao entre esses dois parametros de crescimento.

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
utilizadas quatro plantas por tratamento, sendo realizadas duas leituras por planta,
totalizando oito leituras por tratamento. Os parametros de fluorescéncia foram
normalizados em relacdo aos respectivos controles. Os parametros de trocas
gasosas e de crescimento foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05), e as
diferencas significativas entre as médias dos tratamentos foram determinadas por

meio do teste T de Student, utilizando o software Statistix 9.0%.

RESULTADOS
Fluorescéncia transiente da clorofila a

Para todos os tratamentos, a cinética de emissao de fluorescéncia da clorofila
a apresentou a caracteristica transiente polifasica OJIP quando os transientes foram
plotados em escala logaritmica de tempo (dados ndo apresentados).

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de intensidade de fluorescéncia nos
passos O, J, | e P, normalizados em relagcdo aos respectivos controles. Pouca
alteracdo foi observada, com modificacdes expressivas sendo detectadas
principalmente no 36° dia de estresse. Em ambas cultivares foi visualizado aumento
na fluorescéncia inicial (Fo), sendo que em IAC Guarani também foi registrado
aumento na intensidade de fluorescéncia no passo J (F;).

Nas Figuras 1A e 1B, sdo representados os dados da cinética de emissao de

fluorescéncia normalizados entre os passos O (50 ps) e K (300 us) na forma de
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diferenca de transiente [Wok(estresse) — Wok(controle)], Para o 1°, 8°, 22° e 36° dia de
déficit hidrico. Foi possivel observar o aumento da banda-L (~150 ps) com o
decorrer do déficit hidrico, sendo que para as plantas da cv. IAC Guarani (Figura 1B)
houve maior amplitude, principalmente ao final do ensaio. A presenca da banda-L
positiva indica uma curva menos sigmoidal, que implica no menor agrupamento
energético entre as unidades de FSIlI (STRASSER et al., 2004), sendo que quanto

mais positiva, menor a conectividade.

Tabela 1. Valores de intensidade de fluorescéncia transiente nos passos
O (Fo), J (Fy), I (F) e P (Fy) de plantas de mamona submetidas ao déficit

hidrico
Intensidade de fluorescéncia
Cultivar Dias de estresse

Fo F; Fi Fum
BRS Gabriela 1 0,995+ 1,011 0,991 0,973
0,933 0,916 0,955 0,966
15 1,002 1,028 1,081 1,094
22 0,992 0,973 1,016 1,047
29 1,024 0,968 0,982 1,022
36 1,210 1,107 1,078 1,080
IAC Guarani 1 0,960 0,955 0,991 1,006
8 1,029 1,019 1,038 1,046
15 1,081 1,067 1,072 1,061
22 0,990 0,968 1,015 1,033
29 1,073 0,909 0,904 0,931
36 1,477 1,145 1,021 1,019

*Valores de intensidade de fluorescéncia obtidos para as plantas sob déficit hidrico foram
normalizados para os respectivos controles (controle = 1).

Nas Figuras 1C e 1D é representada a diferenga cinética entre os passos O
(50 ps) e J (2 ms) [Woyestresse) — Woucontrole)], Nas quais identifica-se a presenca da
banda-K (~300 pys) em ambas cultivares. As plantas submetidas ao déficit hidrico
apresentaram alternancia entre picos positivos no inicio do estresse, indicando
sensibilidade inicial ao déficit hidrico, com posterior redugcéo abaixo dos niveis do
controle no 22° dia, como adaptacdo ao estresse, retornando a apresentar pico
positivo ao final do periodo experimental, indicando que a estratégia de adaptacao

nao se manteve em longo prazo. Segundo Yusuf et al. (2010) e Xiang et al. (2013)
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quando a banda-K é positiva, ha inativacdo do complexo de evolugcdo de oxigénio

e/ou aumento do tamanho da antena funcional do FSII.
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Figura 1. Diferenca cinética da dupla normalizagéo entre Fo € Fx [AWok = Wok(estresse)
— Wok(controle)] (A-B) € entre Fo e Fy [AWo3 = Wo(estresse) — Woi(controle)] €M plantas de
Ricinus communis L. no 1° (), 8°(0), 22°(A) e 36° (<) dia de déficit hidrico. BRS
Gabriela (A e C), IAC Guarani (B e D).

Na Figura 2 sdo representados parametros do Teste JIP em fungéo da cultivar
e do periodo de estresse para o 1°, 8°, 22° e 36° dia de déficit hidrico, sendo que sao

apresentados valores que foram normalizados aos seus respectivos controles.
Nas plantas de mamona da cultivar BRS Gabriela submetidas ao déficit

hidrico (Figura 2A), os parametros biofisicos como nimero de eventos de oxidagéo e
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reducdo de Qa até alcancar Fy (N) e a area complementar total acima da curva
transiente normalizada (Sy = ECo/RC) apresentaram aumento gradativo ao longo do
periodo experimental. Os fluxos especificos por centro de reacdo de absorcéo
(ABS/RC), de captura (TRo/RC), e da dissipacédo (DIo/RC) apresentaram pequeno
aumento no 1° dia de estresse, com posterior reducao no 8° e 22° dia, sendo que, no
36° dia, houve novo aumento desses parametros, sendo mais expressivo para
DIo/RC. O fluxo especifico do transporte de elétrons por centro de reacao (ETo/RC),
nao alterou em resposta ao estresse, contudo o fluxo especifico da reducédo dos
aceptores finais de elétrons de FSI por centro de reacédo (REo/RC) aumentou a partir
do 22° dia de estresse.

Em relacdo aos rendimentos quanticos observou-se que o rendimento
quantico fotoquimico maximo (@p, = TRo/ABS = Fy/Fy) néo foi afetado pelo déficit
hidrico enquanto que o rendimento quantico do transporte de elétrons além de Qa
(peo = ETo/ABS) e da reducdo dos aceptores finais de FSI (pro = RE(/ABS)
apresentaram aumento no 8° e 22° dia de estresse, retornando a valores proximos
do controle no 36° dia de estresse. Quanto aos parametros de eficiéncia foi
verificado que a eficiéncia com a qual um éxciton capturado no centro de reacéo €
capaz de mover um elétron além de Qa (Weo) apresentou comportamento similar a
Peo, €nquanto ndo houve alteracdo da eficiéncia com a qual um elétron do
interssistema é utilizado para redugdo dos aceptores finais de FSI (3ro).

Arazao Fy/Fo (TRo/Dlp = [@po/(1-Ppo)]), utilizada para descrever a performance
das reacfes luminosas (STRASSER et al., 2004) é relatada como mais sensivel a
estresse por seca do que Fy/Fy (OUKARROUM et al., 2007). A despeito da pouca
alteracdo observada em F\/Fy, foi registrado pequeno decréscimo em Fy/Fo no 36°
dia de estresse.

Os indices de performance Plags € PlyoraL apresentaram reducéo no 1° dia de
estresse, com posterior aumento no 8° e 22° dia de estresse, em fungédo do aumento
da densidade de centros de reacdo ativos em relacdo ao contetudo de clorofila na
antena (RC/ABS, sendo o inverso de ABS/RC) e de Wg,. O maior valor de PlyoraL
em relacdo ao controle do que Plags nas plantas estressadas registrado no 22° dia
ocorreu em funcdo do aumento de &ro,. No entanto, o aumento de ABS/RC,
concomitante com a reducdo da performance das reagBes fotoquimica e do
transporte de elétrons, provocou novo decréscimo abaixo do controle de Plags €

PlyoTaL No 36° dia de estresse.
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Figura 2. Parametros Teste JIP, calculados a partir da fluorescéncia da clorofila a, de
plantas jovens de Ricinus communis, cultivares BRS Gabriela (A) e IAC Guarani (B),
ao 1° (M), 8°(@), 22°(1) e 36° (O) dia submetidas ao déficit hidrico. Os valores
foram normalizados utilizando o controle como referéncia.
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Em plantas da cultivar IAC Guarani submetidas ao déficit hidrico (Figura 2B),
valores de Sy e N apresentaram aumento somente no 36° dia de estresse. Os fluxos
especificos ABS/RC, TRo/RC e DIo/RC apresentaram pequena reducdo entre o 1°
dia e 22° dia de estresse. No entanto, os valores destes parametros, em conjunto
com RE/RC, aumentaram no 36° dia de estresse.

Em relacdo aos rendimentos quanticos, ocorreu aumento de Qg, € Pro do 1°
ao 22° dia de estresse, sem alteragédo de ¢p, N0 mesmo periodo. Entretanto, no 36°
dia de estresse ocorreu diminuigdo dos rendimentos quanticos, com valores de @g, €
Qg0 abaixo dos niveis do controle. Para os parametros de eficiéncia, Wg, apresentou
comportamento similar ao observado em @g,, enquanto foi observado aumento de
Oro NO 36° dia de estresse. Adicionalmente, houve reducdo drastica de F\/Fp no
mesmo periodo.

Os indices de performance Plags € PlroraL apresentaram aumento até o 22°
dia de estresse, decorrente do decréscimo de ABS/RC e aumento da performance
das reacdes luminosas e do transporte de elétrons. Como &g, pouco alterou nesse
periodo, ndo foi notada diferenca entre os valores normalizados de Plags € PlroTaL.
No 36° dia de estresse ocorreu a diminuicdo dos indices de performance abaixo dos
niveis do controle, semelhante ao observado em ‘BRS Gabriela’, porém, com maior

intensidade.

Trocas Gasosas

Os valores dos parametros de trocas gasosas para as plantas da cv. BRS
Gabriela diferiram entre os tratamentos ap0s o oitavo dia de inicio do déficit hidrico
(Figura 3), sendo que, nas plantas sob déficit hidrico os valores de taxa assimilatéria
liquida (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratéria (E) e concentracao
interna de CO, (Cj) diminuiram em relacdo as plantas controle. Para A, maior
reducdo foi observada no 29° dia de estresse (Figura 3A), entretanto para as
variaveis gs e E a reducado foi praticamente continua com o desenvolvimento do

estresse, atingindo valores préximos a zero no 22° dia de estresse (Figura 3C e 3E).
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Figura 3. Parametros de trocas gasosas de folhas de Ricinus communis, cultivares
BRS Gabriela (A, C, E, G) e IAC Guarani (B, D, F, H), sob controle (®) e déficit
hidrico (O). Taxa assimilatoria liquida (A), condutancia estomatica (gs), taxa de
transpiracédo (E) e concentracdo interna de CO;, (C;). Barras indicam o erro padréao

da média. *indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste T de
Student (p < 0,05).
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Para as plantas da cultivar IAC Guarani (Figura 3B, D, F e H) o
comportamento foi similar, ou seja, houve reducdo nos parametros de trocas
gasosas em funcéo do déficit hidrico. Contudo, as diferencas estatisticas entre as
plantas estressadas e controle iniciaram aos oito dias de estresse, com decréscimo
nas plantas estressadas mais acentuadas do que as observadas para as plantas da
cultivar ‘BRS Gabriela’.

O estresse por déficit hidrico afetou a eficiéncia intrinseca de carboxilacéo de
forma diferenciada entre as cultivares (Tabela 2). Nas plantas da cultivar BRS
Gabriela, foi registrada reducao significativa somente no 15° e 29° dia de estresse,
enquanto que em ‘|IAC Guarani’ a redugao ocorreu em todo o periodo partir do 8°
dia.

Para a eficiéncia instantdnea do uso da agua, 0 aumento ocorreu com O
decorrer do periodo de estresse, sendo verificada diferenca significativa a partir do
8° e 15° dias de estresse em plantas das cultivares IAC Guarani e BRS Gabriela,

respectivamente.

Tabela 2. Valores de eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (A/C;, expresso em
pumol CO, m? s Pa) em plantas jovens de mamona submetidas ao déficit
hidrico

Eficiéncia intrinseca de carboxilagdo (umol CO, m? s™ Pa)

Dias de BRS Gabriela IAC Guarani

estresse Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
1 0,261 +0,028 0,262 0,018 0,300 +0,042 0,267 0,024
8 0,377 +0,025 0,408 +0,016 0,417 +0,024 0,269 +0,054*
15 0,510 +0,024 0,354 +0,033* 0,413 +0,031 0,208 +0,069*
22 0,482 +0,036 0,559 0,040 0,515 +0,028 0,272 +0,080*
29 0,445 +0,033 0,149 +0,112* 0,465 +0,033 0,209 +0,079*
36 0,297 +0,010 0,269 0,039 0,294 +0,030 0,078 +0,016*

* indica diferenca significativa entre as médias dentro de cada genotipo, pelo teste T a 5% de
significancia. Valores de média + erro padrdo da média (n=8)
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Tabela 3. Valores de eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E, expresso em
pmol CO, mmol H,O) em plantas jovens de mamona submetidas ao déficit
hidrico

Eficiéncia instantanea do uso da agua (umol CO, mmol H,0)

Dias de BRS Gabriela IAC Guarani

estresse Controle Déficit hidrico Controle Déficit hidrico
1 1,67 +0,14 1,56 0,07 1,57 +0,14 1,76 0,07
8 297 10,13 3,74 £0,27 2,97 +0,14 5,90 +0,33*
15 2,24 +0,06 4,44 +0,47* 2,34 +0,15 5,03 +0,50*
22 3,39 +0,17 9,86 +0,39* 4,48 +0,46 8,49 +1,07*
29 3,53 0,18 9,12 +2,16* 3,88 10,21 11,68 +0,72*
36 1,98 #0,11 9,03 +0,47* 1,96 0,18 6,57 +0,58*

* indica diferenca significativa entre as médias dentro de cada genotipo, pelo teste T a 5% de
significancia. Valores de média + erro padrdo da média (n=8)

Parametros de crescimento

O crescimento de plantas sob déficit hidrico foi extremamente afetado, com
reducdo significativa em todos os parametros analisados, conforme observado na
Tabela 4. Os parametros que sofreram maior decréscimo nas plantas estressadas
foram os de massa seca de folhas e de area foliar total, com 79 e 82% de reducéo
nas plantas da cultivar BRS Gabriela e 85 e 87% em ‘IAC Guarani’. Redugao mais
intensa do tamanho da folha também foi notada em ‘IAC Guarani’, com decréscimo
de 70%, enquanto em ‘BRS Gabriela’ foi de 60%. Contudo, reducéo significativa da
area foliar especifica foi observada somente em ‘BRS Gabriela’. O didametro, a
massa seca do caule e a altura da planta apresentaram reducgédo, sendo mais
expressiva em ‘IAC Guarani’ (27, 59 e 42%, respectivamente) do que em ‘BRS

Gabriela’ (23, 26 e 30%, respectivamente).
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Tabela 4. Parametros de crescimento em plantas jovens de mamona submetidas ao

déficit hidrico

Parametro Cultivar Controle Estresse
Altura BRS Gabriela 31,67 +1,13 22,20+1,21*
(cm) IAC Guarani 27,47 +£1,88 15,82 + 1,52*
Diametro na altura do BRS Gabriela 8,03+0,43 6,19 + 0,14*
colo
H *
(cm) IAC Guarani 9,17 £ 0,19 6,62 + 0,14
Ndmero de folhas BRS Gabriela 7,50 + 0,29 3,25 + 0,25*
IAC Guarani 5,75+ 0,48 2,50 £ 0,29*
Area foliar total BRS Gabriela 859,42 + 49,40 146,38 + 12,74*
(cm? planta™) IAC Guarani 858,15 + 81,61 110,92 + 21,06*
Massa seca de folhas BRS Gabriela 3,03+0,23 0,63 + 0,05*
(g planta'l) IAC Guarani 3,26 + 0,27 0,48 + 0,09*
Massa seca do caule BRS Gabriela 1,36 £ 0,09 1,00 £ 0,09*
(g planta™) IAC Guarani 1,80 + 0,20 0,74 +0,11*
Area foliar especifica BRS Gabriela 284,63 + 8,49 230,64 + 7,96*
(cm2 g"l) IAC Guarani 263,45 + 15,30 229,07 + 3,84

* indicam diferenca significativa entre médias na linha, pelo teste T a 5% de significancia. Valores de
média + erro padrao da média (n=4)

DISCUSSAO

Um dos principais determinantes para acumulo de biomassa da planta, a
fotossintese tem-se mostrado muito sensivel ao déficit hidrico (CHAVES et al.,
2009). A inibicAo da assimilacdo de CO, em plantas nessas condicbes é um
fenbmeno bem conhecido, com respostas altamente complexas (PINHEIRO e
CHAVES, 2011), sendo dependente da espécie, intensidade do estresse e fase do
desenvolvimento.

No presente experimento foi observado que a imposicdo do estresse por
déficit hidrico afetou de maneira significativa o crescimento das plantas das duas
cultivares, sendo que as plantas da cultivar IAC Guarani foram mais sensiveis ao

déficit hidrico. Tais resultados corroboram que existe uma relacao entre genaotipos as
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respostas ao estresse hidrico como descrito na literatura (WANG et al., 2008b;
YADOLLAHI et al., 2011; CORREIA et al., 2014).

A reducédo da area foliar total, seja pela reducdo do niumero e/ou tamanho de
folhas, é uma importante modificacdo morfolégica, que em conjunto com a reducéo
da condutancia estomatica, diminui a perda de agua pela evapotranspiracdo (WANG
et al., 2008b). Sausen e Rosa (2010) verificaram redugéo da altura, massa seca da
parte aérea e area foliar total em plantas de mamona da cultivar BRS 149
Nordestina, com irrigacdo mantida a 70% da capacidade de campo. Em plantas de
mamona ‘BRS Paraguacu’ foi reportada a reducao da area foliar e massa seca do
caule quando cultivadas em reduzido contetdo de agua no solo (LACERDA et al.,
2009; FREITAS et al., 2010). A reduzida absorcdo de agua em condicfes de déficit
hidrico resulta na perda de turgor, necessario para a expansao das células vegetais.
Semelhantemente, reduz a sintese de fotoassimilados e sua distribuicdo para os
drenos, afetando a divisao celular (FAROOQ et al., 2009).

Um dos principais fatores que reduzem o crescimento das plantas sob
estresse hidrico € a diminui¢do da taxa fotossintética liquida como descrito por Guha
et al. (2010) e Gajanayake et al. (2014). No presente experimento foi observado o
decréscimo concomitante da taxa assimilatoria liquida (A) e da taxa transpiratéria (E)
em ambas cultivares, decorrente da reducdo gradativa da condutancia estomatica
(gs) com o transcorrer do déficit hidrico, também foi observado em Vitis amurensis
(WANG et al., 2012), Morus indica (GUHA et al., 2013) e Styrax (VEIGA e
HABBERMANN, 2013), a qual é causada pelo fechamento do poro estomatico
(WANG et al., 2014).

Apesar de manter o contetdo de agua e turgidez do tecido foliar ao evitar a
perda de agua para atmosfera através da transpiracdo, a reducdo de gs € um
processo custoso para a planta, pois aumenta a resisténcia estomatica a difusao de
CO, para o mesofilo, reduzindo sua concentracdo nos espacos intercelulares do
mesofilo (Cj) (SINGH e REDDY, 2011), consequentemente, ha uma menor taxa
assimilatéria liquida de CO..

Além disso, o decréscimo da assimilacdo de carbono concomitante a reducao
da eficiéncia intrinseca de carboxilagdo observada nesse trabalho provavelmente
ocorreu em funcédo da menor atividade inicial e total da Rubisco, como relatado por
Galmés et al. (2013), onde plantas submetidas ao déficit hidrico apresentam

aumento da concentracdo de inibidores da acéo carboxilase da Rubisco e reducéo
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do conteddo de RuBP, que tem sua regeneracdo prejudicada em condi¢cdes de
déficit hidrico (Tezara et al., 1999), facilitando a ligagcdo dos inibidores ao sitio
catalitico da Rubisco.

A partir da interpretacdo correta da cinética de emissao da fluorescéncia da
clorofila a, € possivel obter informacdes valiosas sobre a estrutura e funcionamento
do aparato fotoquimico (BAKER, 2008). No presente ensaio, principalmente na fase
inicial do estresse hidrico, ndo € verificado modificacdes expressivas na intensidade
de emissdo de fluorescéncia em relacdo ao controle, indicando a manutencdo da
atividade da cadeia transportadora de elétrons nas plantas em condicbes
estressantes.

Reducédo da atividade da cadeia de transporte de elétrons fotossintética foi
observada em ambas cultivares predominantemente no periodo final do estresse,
com alteracdes nas intensidades de fluorescéncia, como valores mais altos de Fo.
Esse aumento deve ser associado ao dano foto-oxidativo de FSII (MURCHIE e
LAWSON, 2013), consonante com a presenca da banda-K positiva, caracteristica de
danos ao complexo de evolucdo do oxigénio (YAN et al., 2013b). Danos ao
complexo de evolugdo do oxigénio conduzem ao desbalanco no fluxo de elétrons
entre o lado doador e aceptor de elétrons de FSII, aumentando o tempo de vida da
clorofila do centro de reacdo do FSIl em estado oxidado (P680%), que mediante
excesso de excitacdo pode formar o estado tripleto (*P680%), favorecendo a
formacéo de oxigénio singleto (*O,), conduzindo a danos foto-oxidativos (HEBER et
al., 2011; SCHOLES et al., 2011; MUH et al., 2012).

Juntamente com isso, ha reducdo da conectividade energética do FSII
(indicado pela presencga da banda-L positiva) implicando em menor estabilidade do
sistema e utilizacdo da energia de excitacdo, reduzindo a eficiéncia com a qual a
energia absorvida é transmitida entre as unidades de FSIl (TSIMILLI-MICHAEL e
STRASSER, 2008), aumentando a dissipacdo da energia absorvida (STIRBET,
2013). O aumento mais acentuado das banda-L e banda-K nas plantas da cultivar
IAC Guarani, indica maior susceptibilidade dessa cultivar ao déficit hidrico, com
diminuicdo mais intensa da conectividade energética e da atividade do complexo de
evolucéo do oxigénio do que a observada em ‘BRS Gabriela’.

Os maiores valores de ABS/RC aos 36 dias de estresse podem ser
decorrentes do aumento de centros de reacao inativos (YUSUF et al., 2010),

aumentando a antena disponivel para os centros de reacdo ativos restantes.
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Consequentemente, ocorre 0 aumento da dissipacdo da energia absorvida como
forma de calor, fluorescéncia ou transferéncia para outros sistemas (STRASSER et
al., 2000), o que é evidenciado pelos maiores valores de DIy/RC. Assim como na
avaliacdo da banda-L e banda-K, o aumento mais pronunciado do numero de
centros de reacgdo inativos e da dissipacdo por centro de reagdo nas plantas da
cultivar ‘IAC Guarani’ indicam a maior sensibilidade ao déficit hidrico do que a
cultivar ‘BRS Gabriela’.

Contudo, o rendimento quantico da fotoquimica primaria (gp,), que estima o
rendimento méaximo da fotoquimica primaria, utilizado como parédmetro indicativo de
estresse em plantas (GENTY et al., 1989), permaneceu relativamente constante em
R. communis, ndo sendo um parametro efetivo para deteccdo do estresse, como
observado por Martinazzo et al. (2013) em plantas de ameixeira sob déficit hidrico e
alagamento.

Um parametro alternativo, F./Fo, sofreu redu¢cdo no mesmo periodo, sendo
este mais sensivel as alteracdes sofridas no FSIl sob estresse. Esse parametro
reflete o potencial maximo da fotoquimica primaria (TOUCHETTE et al., 2012),
sendo a razdo entre o rendimento maximo da fotoquimica (Fv/Fm = @po) € 0S
processos competitivos ndo fotoquimicos (Fo/Fm = @po) de FSIl em estado adaptado
ao escuro (STRASSER et al., 2004; OLSOVSKA et al., 2013), e sua reducéo foi uma
relacdo direta do aumento da dissipacdo da energia absorvida pelo FSIl, indicando
gue centros de reacao ativos (capazes de reduzir Qa) foram convertidos em centros
de reacédo inativos (ndo redutores de Qa) atuando como fontes de calor (XIANG et
al., 2013).

O aumento dos valores do indice de performance (Plags € Pltotal) apos o 1°
dia até o 22° dia de estresse em ambas cultivares, indica a adaptacdo do aparato
fotossintético a condicdo de déficit hidrico (SLABBERT et al.,, 2011), de forma a
aumentar a tolerancia ao estresse imposto. E relatado que o incremento de reacdes
como a fotorrespiragéo, ciclo dgua-agua e sintese de prolina aumentam a tolerancia
de plantas sobre estresse (LEHMANN et al., 2010; MIYAKE, 2010; VOSS et al.,
2013), sendo que essas reacdes servem como drenos alternativos de elétrons,
atuando na regulacdo do estado redox no tecido fotossintetizante (OELZE et al.,
2008; PELTIER et al., 2010), evitando danos ao FSllI e permitindo o fluxo de elétrons
pela cadeia transportadora. STIBERT e GOVINDJEE (2012) afirmam que o aumento
dessas reacdes afeta a fluorescéncia da clorofila a, o qual deve ser relacionado com
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o aumento dos indices de performance observados nesse trabalho, em funcdo do
aumento do numero de centros de reacdo ativos e da eficiéncia do transporte de
elétrons.

No entanto, ao final do periodo experimental, ha um decréscimo abaixo dos
niveis do controle de Plags € PlroraL, 0 qual sugere que a exposi¢cao a longo prazo
ao déficit hidrico afeta a atividade da cadeia transportadora de elétrons. Neste
trabalho, é notavel a reducdo mais intensa dos indices de performance nas plantas
da cultivar IAC Guarani, indicando maior susceptibilidade desta cultivar ao déficit

hidrico em relagao a ‘BRS Gabriela’.

CONCLUSAO

As plantas de mamona apresentam a adaptacdo da atividade da cadeia
transportadora de elétrons durante o periodo inicial do estresse por déficit hidrico;

O déficit hidrico controlado reduz a fotossintese de plantas jovens de mamona
através da reducéo da condutancia estomatica e pelo aumento de centros de reacao
inativos e dissipacdo da energia absorvida;

O uso de parametros como a razéo Fy/Fy e os indices de performance (Plags
e Pltora) sdo mais adequados que eficiéncia fotoquimica maxima (@p,) para
deteccdo de estresse causado pelo déficit hidrico em plantas de mamona;

O crescimento da parte aérea € extremamente afetado nas plantas jovens de
mamona sob condicdo de déficit hidrico, com reducdo de parametros relativos a
altura e a éarea foliar;

A resposta ao déficit hidrico é dependente do genotipo, sendo as plantas da

cultivar BRS Gabriela mais sensivel a este estresse do que da cultivar IAC Guarani.
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CAPITULO 2

EFEITO DO ALAGAMENTO DO SOLO SOBRE A ATIVIDADE FOTOSSINTETICA
DE PLANTAS JOVENS DE Ricinus communis L.

INTRODUCAO

O alagamento do solo é um estresse ambiental que ocorre tanto em areas
naturais como em ambientes agriculturaveis, sendo que, os atuais modelos de
previsdo de mudangas climaticas preveem aumento da incidéncia deste evento
(IPCC, 2013). O acumulo de 4gua no solo é um importante fator a ser considerado,
pois compromete a produtividade agricola, uma vez que muitos cultivos ndo sao
tolerantes a esse estresse devido ao seu efeito nocivo sobre as plantas vasculares
terrestres (BAILEY-SERRES e VOESENEK, 2008), sendo o impacto do dano
proporcional & intensidade e duracao do estresse (VISSER et al., 2003).

Por impedir as trocas gasosas entre o solo e a atmosfera, o alagamento do
solo propicia a reducdo na disponibilidade de oxigénio na rizosfera (PEZESHKI,
2001). Tal situacdo perturba a fisiologia das raizes, como alteracdo da absor¢éo de
nutrientes e reducao da absorcdo de agua (JACKSON et al., 2003; FELLE, 2005),
em decorréncia do decréscimo da conduténcia hidraulica da raiz causado pela
menor atividade das aquaporinas (TOURNAIRE-ROUX et al., 2003). Dessa forma, é
inevitavel que haja a desidratacdo da parte aérea, conduzindo ao fechamento parcial
dos estbmatos e a reducdo da capacidade fotossintética das plantas estressadas
(SMETHURST e SHABALA, 2003; PERBONI et al.,, 2012; KUMAR et al., 2013;
MARTINAZZO et al., 2013).

A mamona é uma cultura nado-comestivel, que tem adquirido grande
importancia como fonte alternativa de energia para uso na producdo bioenergética,
reduzindo a dependéncia de combustiveis fosseis (SMEETS et al., 2007; ZANETTI
et al., 2013). Essa espécie é conhecida por sua tolerancia a fatores ambientais
adversos, como seca, salinidade e deficiéncia nutricional (SEVERINO et al., 2012).
Em contraste, pouco € conhecido sobre seu comportamento fotossintético em
condicbes de alagamento, sendo uma informacéo primordial para 0 melhoramento
desta espécie com proposito de expandir a producdo em areas susceptiveis a esse
estresse.
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O uso de técnicas como da medicao da fluorescéncia transiente da clorofila a
tem grande importancia no estudo do efeito do estresse por alagamento do solo
sobre a capacidade fotossintética, permitindo a obtencéo de informacdes detalhadas
sobre os componentes da cadeia transportadora de elétrons, de forma rapida e néo-
destrutiva (STRASSER et al., 2004; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008).
Aliado a medicOes de trocas gasosas, permite-nos fazer importantes inferéncias
acerca da sensibilidade da atividade fotossintética de plantas submetidas ao
alagamento do solo (MARTINAZZO et al., 2011).

Por isso, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do estresse por
alagamento sobre a atividade fotossintética e crescimento em plantas jovens de

duas cultivares de mamona.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e conducéo do ensaio

O experimento foi instalado no dia 04/12/2013, sendo conduzido em casa de
vegetacdo com temperatura média de 28 = 4°C e com condi¢cfes de irradiancia que
alcancaram a média maxima de aproximadamente 630 pmol fétons m? s* de
densidade de fluxo de foétons fotossinteticamente ativo durante o periodo
experimental. Sementes de duas cultivares de mamona (Ricinus communis L.), ‘AL
Guarany 2002’ e ‘IAC Guarani’, foram semeadas em vasos de 10 L (cerca de cinco
sementes por vaso) contendo mistura de latossolo vermelho e areia, na proporcéo
de 3:1.. Uma semana apés a emergéncia procedeu-se o desbaste, deixando uma
planta por vaso. Trés vezes por semana foi adicionada solu¢éo nutritiva de Hoagland
e Arnon (1950). Quando as plantas apresentaram sete a oito folhas (dia 07/01/2014),
foram separadas aleatoriamente entre dois tratamentos, alagadas e controle. As
plantas foram submetidas ao alagamento através da manutencdo de uma lamina de
agua de 2-3 cm acima do solo. As plantas controle foram irrigadas diariamente.
Foram utilizadas oito plantas por tratamento, sendo avaliadas, diariamente, as
medidas de fluorescéncia transiente da clorofila a e de trocas gasosas, durante cinco
dias. Ao final deste periodo, foi realizada a avaliagdo dos parametros de

crescimento.
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Analise da fluorescéncia transiente da clorofila a

A emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida com
fluorémetro portatii modelo HandyPEA (Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, Reino
Unido), utilizando-se a segunda folha superior madura. As medidas foram realizadas
no periodo da manha em folhas previamente adaptadas ao escuro, por 30 minutos.
A fluorescéncia transiente foi obtida mediante a emissdo de um pulso de luz
saturante (intensidade de 3.000 pmol fétons m? s™). A intensidade de fluorescéncia
emitida foi medida entre 50 us e 1 s, obtendo os seguintes passos: O (50 us,
fluorescéncia inicial, Fp), K (300 ps), J (2 ms), | (30 ms) e P (fluorescéncia maxima,
Fm). A partir da intensidade da fluorescéncia da clorofila a foram calculados os
parametros estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995;
TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008), sendo que os parametros do Teste JIP

foram normalizados em relacdo aos respectivos controles.

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram medidas na segunda folha superior madura,
completamente expandida, com um analisador portatil infravermelho de CO, Modelo
LI-6400XT (LI-COR, Inc.; Lincoln, NE, EUA), sendo as medidas realizadas entre as
10 e 11 h. As condi¢gdes da camara foliar foram controladas de forma a obter a
concentracdo de 380 pmol CO, mol* e densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativo de 1.500 umol fétons m? s™. Foram medidas as seguintes
variaveis: taxa assimilatéria liquida de CO, (A); condutancia estomatica (gs); taxa
transpiratoria (E); e concentragdo interna de CO; (C)). A taxa assimilatoria liquida de
CO; e taxa transpiratéria foram calculadas segundo o modelo de von Caemmerer e
Farquhar (1981). A partir dos dados obtidos, foram calculadas a eficiéncia intrinseca

de carboxilacdo (A/C;) e eficiéncia instantanea de uso da 4gua (A/E).

Crescimento vegetal

Ao final do experimento foram realizadas as medi¢des de (i) altura da planta;
(i) diametro do caule; (iii) numero de folhas; (iv) area foliar total; (v) area foliar
especifica; (vi) massa seca de folhas e do (vii) caule.

A altura da planta e o diametro do caule foram medidos a partir da regido do
colo, com auxilio de régua milimetrada e paquimetro digital, respectivamente. O

numero de folhas foi obtido pela contagem simples de folhas por planta. A area foliar
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total das folhas verdes foi mensurada por meio de medidor automético de area foliar
modelo LI-3100 (Li-Cor Inc., Lincoln, NE, EUA). O caule e as folhas foram
acondicionados separadamente em sacos de papel e secas em estufa de ar
circulado, a 65°C por trés dias, para obtencdo da massa seca. A area foliar

especifica foi obtida pela razéo entre area foliar total e massa seca de folhas.

Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
utilizadas oito plantas por tratamento, sendo realizada uma leitura por planta. Os
parametros de trocas gasosas e de crescimento foram submetidos a analise de
variancia (p < 0,05), e as diferencas significativas entre as médias dos tratamentos
foram determinadas por meio do teste T de Student, utilizando o software Statistix
9.0°.

RESULTADOS
Fluorescéncia transiente: Teste JIP

Para todos os tratamentos, a cinética de emissado de fluorescéncia da clorofila
a apresentou a caracteristica transiente polifasica OJIP quando as intensidades de
fluorescéncia foram plotadas em escala logaritmica de tempo (dados néo
apresentados).

Quanto aos parametros do Teste JIP relacionados ao fluxo especifico por
centro de reacgdo ativo, foi observado que o fluxo de dissipacdo (DIo/RC) sofreu
pequeno decréscimo nas plantas estressadas, enquanto houve aumento do fluxo de
transporte de elétrons (ETo/RC) no 1° dia de estresse nas plantas da cultivar IAC
Guarani’ e no 4° dia em ‘AL Guarany 2002’.

Para os valores de rendimento quantico foi observada pouca alteracdo no
rendimento quantico da fotoquimica primaria (¢p,), €nquanto houve aumento dos
rendimentos quanticos do transporte de elétrons (¢go) iniciando no 1° e no 4° dia de
estresse nas plantas das cultivares IAC Guarani e cultivar AL Guarany 2002,
respectivamente. O rendimento quéantico da redugdo dos aceptores finais do FSI
(¢ro) aumentou a partir do 4° dia em ‘AL Guarany 2002’, enquanto em ‘IAC Guaran/i’

no 3° e 4° dia.
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Foi verificada que em plantas submetidas ao alagamento, a eficiéncia com a
qual um elétron € movido aléem de QA" (Wgo) aumentou a partir do 1° dia nas plantas
da cultivar AL Guarany 2002 e do 4° dia em ‘IAC Guarani’, sendo mais acentuado
em ‘AL Guarany 2002’. A eficiéncia com a qual um elétron do interssistema é
utilizado na reducdo dos aceptores finais de FSI (dr,) aumentou somente em ‘IAC
Guarani’ a partir do 1° dia, decrescendo no decorrer do periodo experimental,
ficando préximo do nivel das plantas controle no 5° dia de estresse.

Os indices de performance (Plags € Plroral) das plantas sob alagamento do
solo apresentaram aumento em relagdo as plantas controle. Nas plantas da cultivar
AL Guarany 2002 esse acréscimo foi observado no 4° e 5° dia de estresse, enquanto
em ‘IAC Guarani’ ocorreu ja no 1° dia, com redugao gradual ao longo do estresse,
retomando os niveis do controle ao final do periodo experimental. Ainda, foram
registrados maiores valores de PlyoraL €m relagéo ao controle do que os de Plags em

‘AC Guarani’, devido o aumento de dr, Observado nessa cultivar.
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Figura 1. Parametros Teste JIP, calculados a partir da fluorescéncia da clorofila a, de
plantas de Ricinus communis, cultivares AL Guarany 2002 (A) e IAC Guarani (B), ao
1° (W), 2°(@), 4°([1) e 5° (O) dia submetidas ao alagamento do solo. Os valores
foram normalizados utilizando o controle como referéncia.
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Trocas Gasosas

Foi observado que, em relacdo a ao 1° dia de estresse, houve queda dos
valores de trocas gasosas do controle, em ambas cultivares, no 2° e 3° dias de
estresse, provavelmente causada pelas altas temperaturas registradas no periodo
(temperatura maxima entre 29 e 36°C). J& na 42 e 52 leituras foram registradas
temperaturas mais amenas (temperatura maxima em torno de 25 °C), havendo
recuperacgao das trocas gasosas nessas plantas.

As trocas gasosas foram extremamente afetadas em plantas submetidas ao
alagamento do solo (Figura 2). A taxa assimilatoria liquida (A) reduziu sob condi¢des
de alagamento em ambas cultivares (Figuras 2A e B), diferindo significativamente do
controle a partir do 2° e 3° dia de estresse nas plantas das cultivares IAC Guarani e
AL Guarany 2002, respectivamente.

A condutancia estomatica (gs) também foi afetada pelo alagamento do solo,
diferindo do controle a partir do 2° dia de estresse em ambas cultivares (Figuras 2C
e D). Observou-se que nas plantas da cultivar AL Guarany 2002 n&do houve
diferenca significativa entre as plantas controle e estressadas no 3° dia de estresse.

O efeito mais intenso do estresse foi observado sobre os valores da taxa
transpiratoria (E), uma vez que o decréscimo desse parametro ocorreu desde o
inicio do estresse (Figuras 2E e F), com valores extremamente reduzidos no 4° e 5°
dias de estresse.

A concentracdo interna de CO, (C;) reduziu significativamente em ‘AL
Guarany 2002’ a partir do 4° dia de estresse em relagdo ao controle, enquanto

plantas alagadas e controle ndo diferiram em ‘IAC Guarani’ (Figuras 2G e H).
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Figura 2. Parametros de trocas gasosas de folhas de Ricinus communis, cultivares
AL Guarany 2002 (A, C, E, G) e IAC Guarani (B, D, F, H), sob controle (O) e
alagamento do solo (@®). Taxa assimilatdria liquida (A), condutancia estomatica (gs),
taxa de transpiracdo (E), concentracédo interna de CO, (C;). Barras indicam erro
padrdo da média. *indicam diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste T
de Student (p < 0,05). ns, sem diferencga significativa.
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Os valores da eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (A/C;) e da eficiéncia
intrinseca do uso da agua (A/gs) sao apresentados nas Tabelas 1 e 2,
respectivamente. A eficiéncia de carboxilacdo apresentou decréscimo constante com
o decorrer do estresse, diferindo significativamente a partir do 2° dia em ‘IAC
Guarani’ e do 3° dia em ‘AL Guarany 2002’ (Tabela 1). Essa reducdo ocorreu em
virtude da relativa manutencdo dos valores de C;, enquanto houve decréscimo
concomitante de A. Quanto a eficiéncia intrinseca do uso da &gua (A/E), foi
observado aumento significativo no 4° e 5° dia de estresse nas plantas da cultivar
‘AL Guarany 2002’, enquanto na cultivar ‘IAC Guarani’ esse aumento foi verificado

somente no 4° dia (Tabela 2).

Tabela 1. Valores de eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (A/C;, expresso em umol
CO, m? s Pa) em plantas de mamona submetidas ao alagamento do solo

Eficiéncia intrinseca de carboxilacdo (umol CO, m? s Pa)

AL Guarany 2002 IAC Guarani
Dias de estresse Controle Alagamento Controle Alagamento
1 0,511 + 0,0064 0,487 + 0,0035 0,493 + 0,044 0,569 + 0,033
2 0,412 £ 0,0023 0,348 £ 0,0026 0,449 £+ 0,027 0,343 + 0,036*
3 0,297 + 0,0020 0,236 + 0,0018* 0,315+ 0,012 0,224 + 0,025*
4 0,292 + 0,0033 0,127 + 0,0019* 0,458 £ 0,028 0,169 + 0,020*
5 0,310 + 0,0023 0,114 + 0,0014* 0,441 + 0,036 0,074 + 0,011

* indica diferenca significativa entre as médias na linha dentro de cada genotipo, pelo teste T de
Student a 5% de significancia. Valores de média + erro padrdao da média (n=8)

Tabela 2. Valores de eficiéncia instantanea do uso da agua (A/E, expresso em mmol
CO, mmol H,0) em plantas de mamona submetidas ao alagamento do solo

Eficiéncia instantdnea do uso da agua (umol CO, mmol H,O)

AL Guarany 2002 IAC Guarani
Dias de estresse Controle Alagamento Controle Alagamento
1 1,22+0,11 1,46 + 0,06 1,28 + 0,09 1,80+ 0,10
2 1,86 + 0,09 2,34+0,11 2,11+0,11 2,29+0,16
3 2,29 £ 0,09 2,59 £ 0,24 3,34+ 0,29 3,15+0,18
4 2,12+0,14 2,97 + 0,25* 3,52+0,35 3,74 £ 0,25*
5 1,86+ 0,14 2,55+ 0,14* 2,86 £ 0,21 2,22 +0,18

* indica diferenca significativa entre as médias na linha dentro de cada genotipo, pelo teste T de
Student a 5% de significancia. Valores de média * erro padrao da média (n=8)
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Crescimento vegetal

O estresse por alagamento resultou no menor crescimento da parte area das
duas cultivares (Tabela 3). Foi verificada reducdo drastica do numero de folhas,
massa seca de folhas e area foliar total, com decréscimo de 27, 29 e 36% em ‘AL
Guarany 2002’ e de 37, 43 e 52% em ‘IAC Guarani’. No entanto, foi verificado
aumento da massa seca especifica nessas plantas (13% em ‘AL Guarany 2002’ e
19% em ‘IAC Guarani’), podendo ser resultado da menor pressao de turgor,
diminuindo a expansédo celular (ELSE et al. 2001). O incremento no diametro do
caule acima do colo (27% em ‘AL Guarany 2002’ e 37% em ‘IAC Guarani’) ocorreu
sem alteracao significativa da massa seca do caule, que pode indicar a formacao de

aerénguima nessas plantas.

Tabela 3. Parametros de crescimento em plantas de mamona submetidas ao

alagamento

Parametro Cultivar Controle Estresse

Altura AL Guarany 2002 21,21 +£0,75 19,29+ 1,12
(cm) IAC Guarani 20,23+1,10 18,45+ 0,54
Diametro na altura do AL Guarany 2002 7,53 +0,26 9,60+ 0,29
caule

(mm) IAC Guarani 7,19+ 0,13 9,87 £ 0,27
Numero de folhas AL Guarany 2002 4,63+ 0,26 3,38+0,18"
IAC Guarani 5,38 £ 0,42 3,38+0,18"

Area foliar total

AL Guarany 2002

479,39 + 21,27

305,33 + 17,85

(cm” planta™) IAC Guarani 559,00 + 40,23 269,16 + 18,73
Massa seca das folhas AL Guarany 2002 1,47 £ 0,07 1,05+ 0,07
(g planta™) IAC Guarani 1,95+0,14 1,11+ 0,07
Massa seca do caule AL Guarany 2002 1,11 + 0,05 1,24 + 0,06
(g planta™) IAC Guarani 1,33+ 0,07 1,28 + 0,03
Massa foliar especifica AL Guarany 2002 3,06 £ 0,14 3,45+ 0,34
(mg cm™) IAC Guarani 3,50+0,16 4,18+ 0,36

* ** @ *** indicam diferenca entre plantas controle e tratamento pelo teste T a 5%, 1% e 0,1% de

significancia. Valores de média + erro padrdo da média (n=8)
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DISCUSSAO

Por reduzir o contetdo de oxigénio na rizosfera, o alagamento do solo conduz
a reducao da funcionalidade das raizes, afetando as rela¢des hidricas, absorcao de
nutrientes e o balanco hormonal (KREUZWIESER et al., 2004; SAIRAM et al., 2008;
VIDOZ et al., 2010; VOESENEK e SASIDHARAN, 2013). Dessa forma, ocorrem
severas modificacdes da fisiologia e morfologia de plantas submetidas a esse
estresse (COLMER e VOESENEK, 2009).

Apesar de ndo haver diferenca nas medidas de altura e massa seca do caule
entre as plantas alagadas e controle nas duas cultivares, foi verificado o aumento do
didmetro do caule, que é um indicio da formacédo de tecidos esponjosos, sendo uma
resposta adaptativa frequentemente observada em plantas sob alagamento
(YAMAUCHI et al., 2013; GONCALVES et al., 2013; LANZA et al., 2013; LARRE et
al., 2013) que permite a melhor difusdo de gases na planta alagada (JACKSON e
COLMER, 2005; AHMED et al., 2012).

O alagamento do solo afetou negativamente a massa seca de folhas,
resultante de alteracbes morfolégicas como a reducdo do numero de folhas e da
area foliar total, similar ao encontrado em Theobroma cacao (REHEM et al., 2009) e
Pyrus boissieriana (PARAD et al., 2013). Essa resposta nas plantas de mamona
submetidas ao alagamento do solo parece mediado pelo etileno, uma vez que o
alagamento estimula a sintese desse hormonio (VOESENEK e SASIDHARAN, 2013;
van VEEN et al., 2014; SHANG et al., 2014), o qual estimula a senescéncia e
abscisdo foliar (IRFAN et al., 2010). Por outro lado, a massa foliar especifica foi
maior nas plantas alagadas do que nas plantas controle, diminuindo a superficie
disponivel para a transpiragédo, protegendo contra a desidratacdo (POORTER et al.,
2009).

As trocas gasosas foram extremamente afetadas no alagamento, diminuindo
ao longo do estresse, sendo mais intensa nas plantas da cultivar IAC Guarani. Nas
plantas jovens de mamona, a redugdo de gs foi um mecanismo eficiente contra a
perda de agua pela transpiracdo, sendo o mesmo observado também em Solanum
lycopersicum e Vigna radiata (ELSE et al., 2009; ARAKI et al., 2014). A reducao de
gs € uma resposta comum em plantas terrestres vasculares submetidas ao
alagamento (POCIECHA et al., 2008; BAI et al.,, 2013; GIMENO et al.,, 2012),
consequente da reducdo da condutividade hidraulica do xilema (HOLBROOK e

ZWIENIECKI, 2003). Isso prejudica a reposicdo adequada do conteudo hidrico



46

transpirado, reduzindo o potencial hidrico foliar, desencadeando a sinalizacdo que
leva a reducéo da abertura estomética (ELSE et al., 1995; 2001; 2006), sendo uma
importante estratégia para reduzir a perda de agua pela transpiracdo, como foi
verificado neste trabalho, evitando a murcha irreversivel das folhas de plantas
alagadas quando iluminadas (DAT et al., 2004; IRFAN et al., 2010).

Apesar de manter o conteudo hidrico foliar, a reducdo de gs em plantas
alagadas conduz ao aumento da resisténcia estomatica a difusdo de CO,
(McDOWELL, 2011) o que prejudica a assimilacdo de carbono, sendo verificada
forte correlacdo positiva entre gs e A nas plantas de mamona de ambas cultivares,
sendo esse comportamento usualmente observado em plantas submetidas a essas
condigbes (GARCIA-SANCHEZ et al., 2007; LI et al., 2007; OLIVEIRA e JOLY,
2010). Ainda, outro fator a ser considerado € o decréscimo da eficiéncia de
carboxilacdo visualizado nessas plantas, que indica mecanismos de limitacdo nao-
estomética da fotossintese. A reducgdo da eficiéncia de carboxilagdo pode ocorrer
pela menor atividade carboxilase da Rubisco e aumento da fotorrespiracdo em
plantas submetidas ao alagamento (YORDANOVA e POPOVA, 2007).
Adicionalmente, a reducdo de A verificada aqui pode ser resultado da inibicdo por
feedback da fotossintese (STITT, 1986), causada pelo acumulo de fotoassimilados
em plantas de mamona alagadas devido a reducdo no fluxo de seiva do floema
(PEUKE et al., 2014).

Mesmo com decréscimo das trocas gasosas, 0 estresse por alagamento
estimulou a atividade da cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto, como
observado pelos dados de fluorescéncia transiente. A avaliacdo do Teste JIP nas
plantas submetidas ao estresse em ambas cultivares indicou o aumento da
performance das reac¢des luminosas (Fv/Fo) e do transporte de elétrons (g, € Weo),
gue contribuem para o uso mais eficiente da energia absorvida, o que acarreta na
reducdo da dissipagcédo da energia absorvida, como indicado pelos menores valores
de DIy/RC. Isso pode ser atribuido ao aumento da fotorrespiracdo, comum em
plantas de metabolismo C3 sobre déficit hidrico (VOSS et al., 2013), que funciona
como uma estratégia de utilizacdo de poder redutor e ATP excedentes, reduzindo o
desequilibrio no estado redox e producdo de espécies reativas de oxigénio (REDDY
et al.,, 2004; GILL e TUTEJA, 2010), permitindo a manutencdo da atividade da

cadeia transportadora de elétrons, assim como foi observado neste trabalho.
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Além dessas modificacdes, as plantas da cultivar ‘IAC Guarani’ apresentaram
aumento da atividade do FSI, com maiores valores de &g, que pode ser relacionado
ao aumento do fluxo ciclico de elétrons em torno do FSI, uma importante estratégia
de adaptacdo em condi¢cBes de estresse, favorecendo a formacédo do gradiente de
protons e a sintese de ATP, além de evitar a formacdo excessiva de NADPH,, e
consequentemente, a formacdo de espécies reativas de oxigénio e fotoinibicao
(HUANG et al., 2012) .

A avaliacéo do indice de performance (Plags), que expressa a capacidade de
conservagao da energia absorvida (STRASSER et al., 2004), e tem se mostrado
sensivel a pequenas alteragdes sofridas em plantas submetidas a diversos
estresses ambientais, permite inferir que as plantas de ambas cultivares submetidas
ao alagamento, obtiveram aumento do potencial da capacidade de conservacao da
energia absorvida. Essa resposta ndo foi observada em outras plantas como em
Erythrina crista-galli (Larré et al. (2013), no hibrido Prunus dulcis x P. persica e em
P. salicina (Martinazzo et al., 2011, 2013), onde houve reducdo drastica de Plags
guando submetidas ao alagamento. Além disso, o indice de performance total
(PlroTaL), que incorpora a performance das reacdes de reducéo dos aceptores finais
de elétrons , e portanto, refletem a acao global da cadeia transportadora de elétrons
(TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008), obteve um maior ganho em relacédo ao
controle do que Plags nas plantas da cultivar “IAC Guarani’.

Uma vez que houve reducdo da assimilacdo do carbono, é provavel que o
aumento da atividade do aparato fotossintético pode estar relacionado a doacéo de
elétrons ao oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (GIL e TUTEJA, 2010).
Apesar de ser extremamente danoso as estruturas celulares, isso possibilita o
aumento do ciclo agua-agua (ASADA, 1999; RIZHSKY et al., 2003), que permite a
manutencdo de fluxo de elétrons na cadeia transportadora, equilibrando o estado
redox do tecido fotossintetizante e reduzindo a pressdo de excitacdo sobre o0s
fotossistemas (TAKAHASHI e BADGER, 2011). E necessario frisar que essas
alteracdes ocorreram em momentos distintos nas cultivares testadas. Enquanto as
plantas submetidas ao alagamento da cultivar ‘AL Guarany 2002’ apresentaram
alteracdo da atividade cadeia transportadora de elétrons somente no final do periodo
experimental (4° e 5° dia de estresse), as plantas da cultivar IAC Guarani foram mais
sensiveis, apresentando essas respostas desde o inicio do estresse, com posterior
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reducdo ao longo do tempo, demonstrando que essa estratégia de adaptacédo ndo se

mantém por longo prazo.

CONCLUSOES

Durante o periodo de estresse por alagamento do solo ndo ha perda de
funcdo do aparato fotossintético, havendo aumento dos indices de performance;

O estresse por alagamento do solo causa decréscimo da atividade
fotossintética nas plantas jovens de mamona como consequéncia da diminuicdo da
eficiéncia de carboxilacao;

O acumulo de biomassa é reduzido em plantas de mamonas submetidas ao
alagamento do solo, em razéo da reducédo da area foliar;

A resposta ao estresse por alagamento do solo é dependente do gendtipo,
sendo a cultivar AL Guarany 2002 menos sensivel a este estresse do que a cultivar
IAC Guarani.
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CAPITULO 3

EFEITO DE BAIXAS TEMPERATURAS SOBRE A ATIVIDADE DO APARATO
FOTOSSINTETICO DE DIFERENTES GENOTIPOS DE MAMONA

INTRODUCAO

O cultivo de oleaginosas tem adquirido consideravel interesse nos ultimos
anos devido ao aumento da demanda por fontes renovaveis de energia (FAZIO e
BARBANTI, 2014), com destague para o cultivo da mamona, que além de seu
potencial para a producdo de biodiesel, € usada como substituinte de derivados do
petréleo em varios produtos (SEVERINO e AULD, 2013).

Usualmente cultivada em regifes marginais de clima tropical, a cultura da
mamona tem expandido suas fronteiras para regides de clima subtropical e
temperado, como regido sul da Ameérica do Sul e Europa, onde frequentemente os
cultivos agricolas estdo sujeitos a baixas temperaturas, principalmente no inicio do
ciclo. Esse tipo de situacao é preocupante considerando-se que plantas com origem
evolutiva de regides tropicais, como a mamona, sao propensas a sensibilidade a
temperaturas abaixo de 15°C, sendo considerada uma espécie sensivel ao frio
(ADAM e MURTHY, 2014).

No estresse por congelamento, os danos ocorrem pela formacéo de cristais
de agua que causam a ruptura das membranas e desidratacdo dos tecidos (YADAYV,
2010; THEOCHARIS et al., 2012). Entretanto os danos causados em plantas
submetidas ao resfriamento resultam do baixo grau de insaturacdo dos lipideos que
compde as membranas, diminuindo a fluidez destas e afetando a atividade
metabdlica que ocorrem nesses locais (ALLEN e ORT, 2001; PEUKE et al., 2006;
POIRE et al., 2010).

Plantas sensiveis ao frio ndo conseguem alterar a composicao dos lipideos de
membrana (PARTELLI et al.,, 2011), e apresentam modificacbes da organizagao
estrutural do cloroplasto, do conteudo e composi¢do de pigmentos fotossintéticos, da
atividade dos fotossistemas | e Il, da taxa de transporte de elétrons, do contetudo de
ribulose-1,5-bisfosfato e da atividade das enzimas do ciclo de Calvin (van HEERDEN
et al., 2004; BATISTA-SANTOS et al., 2011; ISLAM et al., 2011; PLOSCHUK et al.,
2014), reduzindo a capacidade fotossintética e a produtividade da cultura (ADAM e
MURTHY, 2014).
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Dentre as estratégias de avaliagdo do estado funcional do aparato
fotossintético, a medicdo da fluorescéncia transiente da clorofila a tem se
consolidado como técnica eficiente de deteccéo de estresse (PERBONI et al., 2012;
HUTHER et al.,, 2013; SCHOCK et al., 2014). As analises de fluorescéncia sao
utilizadas visto que é um método néo-invasivo, de facil mensuracdo, fornecendo
grande quantia de dados em pouco tempo (ROHACEK et al., 2008). A partir dos
dados obtidos, € possivel fazer a andlise através do Teste JIP, que traduz os dados
da curva transiente em parametros biofisicos, fluxos especificos, rendimentos e
eficiéncias das etapas da cadeia transportadora de elétrons, além dos indices de
performance (Plags € Plyoral) (STRASSER et al., 2004; TSIMILLI-MICHAEL e
STRASSER, 2008). Estes parametros séo utilizados na caracterizacao e selecéo de
plantas resistentes a diferentes estresses (STRASSER et al.,, 2000; OUKARROUM
et al., 2007; KRUGER et al., 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade do aparato fotossintético
através da medicdo da fluorescéncia da clorofila a em plantas jovens de mamona

expostas as baixas temperaturas em condi¢cdo de campo.

MATERIAIS E METODOS
Material vegetal e conducéo do ensaio

O experimento foi instalado no dia 30/06/2013, sendo conduzido em casa de
vegetacdo com temperatura média de 25 + 4°C e com condi¢cfes de irradiancia que
alcancaram a média maxima de aproximadamente 370 pmol fétons m? st de
densidade de fluxo de fbétons fotossinteticamente ativo durante o periodo
experimental. Sementes de mamona (Ricinus communis L.), cultivares AL Guarany
2002, BRS Gabriela e IAC Guarani, foram semeadas em vasos de 10 L (cinco
sementes por vaso) contendo mistura de latossolo vermelho e areia, na proporcéo
de 3:1. Uma semana ap0s a emergéncia procedeu-se o desbaste, deixando uma
planta por vaso. Trés vezes por semana foi adicionada solucdo nutritiva de Hoagland
e Arnon (1950). Quando apresentaram o par de folhas primarias completamente
expandido (dia 10/08/2013), iniciaram-se os tratamentos, sendo que metade das
plantas foram mantidas em condi¢cdes de casa de vegetacdo como controle, e as
demais foram colocadas a campo sob condicdes ambientais naturais de baixa
temperatura por seis dias, retornando as condi¢cdes de casa de vegetagdo, sendo

avaliadas por 10 dias no periodo de recuperacao.
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Os dados meteoroldgicos de temperaturas minima, maxima e média diaria,
temperatura de relva, radiacdo solar e insolacdo do periodo correspondente a
realizacdo do ensaio foram coletados na Estacdo Agroclimatolégica de Pelotas
Convénio EMBRAPA/UFPEL, localizada a aproximadamente 1000 metros do local

onde foi desenvolvido o estudo.

Analise da fluorescéncia da clorofila a

A emisséo da fluorescéncia da clorofila a foi medida com fluorébmetro portéatil,
modelo HandyPEA (Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, Reino Unido). As medidas
foram realizadas no periodo da manha em folhas previamente adaptadas ao escuro
por 30 minutos. A fluorescéncia transiente foi obtida mediante a emissdo de um
pulso de luz saturante (intensidade de 3.000 pmol fétons m? s™), entre 50 us e 1 s,
obtendo a intensidade dos passos O (50 ps, fluorescéncia inicial, Fo), J (2 ms), | (30
ms) e P (fluorescéncia maxima, Fy), utilizados para os célculos do Teste JIP
(STRASSER e STRASSER, 1995; TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008).

As curvas transientes OJIP foram normalizadas entre os passos O e P,
através da equacdo V: = (F; - Fo)/(Fm - Fo), para melhor analise dos passos
intermediarios e comparacgao entre as amostras. Para avaliacdo das fases OK e OJ,
a curva transiente foi normalizada como fluorescéncia variavel relativa, como segue:
Wok = (Ft- Fo)l(Fk - Fo) € Woy = (Ft- Fo)/(F; - Fo), respectivamente. As diferencas
cinéticas nas fases Wox € Woy entre plantas submetidas ao estresse e controle
foram obtidas através da subtra¢@o: AWok = (Wok(estresse) - Wok(controle)) € AWoy =
(Woyestressey - Woucontrole)), revelando a presenga da banda-L e banda-K,
respectivamente. As normalizacfes das fases Ol e IP, W, = (F¢- Fo)/(F- Fo) e Wip=
(Ft- F)/(Fp - F), foram utilizadas para avaliacdo das reacdes relacionadas a reducao
dos aceptores finais de elétrons do FSI (YUSUF et al., 2010).

As leituras de fluorescéncia transiente da clorofila a foram realizadas apés o
primeiro dia do inicio do estresse, sendo repetidas diariamente durante cinco dias, e

nos dias 1, 5 e 10 apos o retorno das plantas para a casa de vegetacao.

Delineamento experimental e Andlise estatistica
Neste experimento foram utilizadas 20 plantas de cada cultivar (10 plantas
controle e 10 plantas submetidas ao frio, com posterior retorno a casa de

vegetacao), sendo realizadas duas medicdes de fluorescéncia por planta, totalizando
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20 leituras por tratamento. Para analise dos parametros do Teste JIP, os dados

foram normalizados em relacéo aos respectivos controles.

RESULTADOS
Condicdes climéticas

As condigBes climaticas observadas no periodo de estresse estdo
apresentadas na Tabela 1, sendo possivel verificar pouca variacdo na temperatura
média durante o periodo de exposicdo as baixas temperaturas em condicdo de
campo. A temperatura minima permaneceu relativamente constante até o 3° dia de
exposicdo as baixas temperaturas (aproximadamente 7,5 °C), registrando o menor
valor no 4° dia de exposicédo. A temperatura de relva apresentou decréscimo com o
passar do tempo, alcancando valores de -2,6 °C no 3° dia, sendo que apds houve
novo aumento da temperatura, registrando 4,2 °C no ultimo dia de exposi¢cdo as
baixas temperaturas. A reducdo da temperatura foi acompanhada do aumento da
insolacdo. Apesar da reducdo da temperatura, ndo ocorreu geada no periodo

experimental.

Tabela 1. Dados de temperatura minima (°C), maxima (°C), média do ar (°C),
temperatura minima da relva (°C) e insolacéo (horas e décimos)

o Temperatura ~
. - Temperatura (°C) r Insolacéo
Dia de eXPOSIEA0 “iima Maxima  Média minima da (horas e
as baixas diaria relva décimos)
temperaturas (°C)
1 7,6 10,1 9,0 7,4 0,0
2 7,4 12,0 9,0 6,0 0,0
3 7,4 12,0 8,4 -2,6 7,6
4 4.5 16,8 9,4 -0,4 4.8
5 6,9 11,4 8,9 3,0 0,3
6 5,5 12,5 7,7 4,2 7,4

Dados agrometeorologicos obtidos junto as Estagdo Agroclimatologica de Pelotas
(Coordenadas Geograficas da Estacdo: Latitude - 31° 52’ 00” S; Longitude - 52° 21’ 24" W.
GRW; Altitude: 13,24 m) distante 1000 m do local do ensaio

Fluorescéncia da clorofila a: cinética de emisséo, normalizagfes e subtracfes
Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de intensidade de fluorescéncia e

fluorescéncia variavel relativa das plantas submetidas as baixas temperaturas e

mantidas sob condi¢des controladas. As plantas de mamona que permaneceram em

casa de vegetacdo durante todo o periodo experimental apresentaram curva OJIP
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tipica, indicando que estavam fotossinteticamente ativas. Mudangas expressivas
foram observadas na intensidade de fluorescéncia de todas as cultivares avaliadas
com o decorrer do estresse, quando comparadas as plantas controle. Nas plantas
que foram expostas as baixas temperaturas, a forma da curva foi drasticamente
alterada em todas cultivares, principalmente ao final de cinco dias de baixa
temperatura (Figuras 1A, C e E). Houve reducgédo da intensidade de fluorescéncia
nos passos J, | e P com o decorrer do estresse, sendo que 0s passos intermediarios
ficaram menos aparentes.

A normalizagdo entre os passos O e P foi realizada de forma a obter as
curvas de fluorescéncia relativa variavel (Vt), para comparar as diferentes amostras
e alteracBes provocadas pelo tratamento na cinética de emissao da fluorescéncia
(Figuras 1B, D e F). O estresse por baixas temperaturas provocou aumento
expressivo na intensidade de fluorescéncia no passo J (V;) nas plantas das trés
cultivares. A intensidade de fluorescéncia no passo J aumentou ao longo do tempo,
tornando-se proximo do nivel do passo P, semelhante ao comportamento observado
com crescentes doses de inibidores do transporte de elétrons do FSIlI, como DCMU
e bentazon (TOTH et al., 2005; SOUSA et al., 2014). Pequeno aumento também &
observado na intensidade de fluorescéncia do passo | (V|) nas plantas das trés
cultivares, principalmente no 5° dia de estresse.

Na Figura 2 sdo apresentadas as diferencas cinéticas entre os passos O e K
(AWok) e entre os passos O e J (AWy;). Durante o periodo de exposi¢do as baixas
temperaturas em condicdo de campo, somente no 5° dia foi possivel observar o
aparecimento das banda-L (~150 ps) e banda-K (~300 us) positivas nas plantas das
cultivares ‘BRS’ Gabriela’ e ‘IAC Guarani’ (Figuras 2B e C). A banda-L indica a
conectividade energética entre as unidades de FSII, sendo que quanto mais positiva,
menor a conectividade (STRASSER et al.,, 2004). JA& a banda-K positiva esta
intimamente relacionada a inativacdo do complexo de evolucédo do oxigénio (XIANG
et al., 2013).

Ap6s o retorno a casa de vegetagdo, ocorreu um aumento expressivo nos
valores de ambas as bandas, com picos maximos observados no 1° dia, sendo
maiores em ‘BRS Gabriela’ e ‘IAC Guarani’. Apesar disso, foi verificada uma reducao
gradual ao longo desse periodo, sem ser notado recuperagdo total quando
comparado as plantas controle no 10° dia de retorno.
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Figura 1. Intensidade de fluorescéncia (A, C e E) e fluorescéncia variavel relativa (B,
D e F) em plantas de mamona submetidas ao frio (simbolos abertos) e controle
(simbolos preenchidos) das cultivares AL Guarany 2002 (A e B), BRS Gabriela (C e
D) e IAC Guarani (E e F). 1° () e 5° (O) dia de estresse e 5° (A) e 10° (<) dia de
apoés o retorno a casa de vegetacao.
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Figura 2. Diferenca cinética entre os passos OK e OJ em plantas de AL Guarany (A
e B), BRS Gabriela (C e D) e IAC Guarani (E e F). 1° (), 3° (A) e 5° () dia de
estresse, e 1° ([>), 5° (O) e 10° (<) dia ap6s o retorno a casa de vegetacao.
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A influéncia dos tratamentos na fase IP da fluorescéncia transiente foram
observados nas normalizacdes da fluorescéncia variavel relativa entre os passos O
e | apresentados entre 30 e 300 ms (Wg = 1), a qual representa o pool de aceptores
finais de elétrons, e entre os passos | e P (Wip), onde o inverso do tempo de meia-
vida (Wp = 0,5) é admitido como a constante global de reducéo do pool de aceptores
finais de elétrons (YUSUF et al., 2010) (Figura 3). Pode-se observar que em todas
as cultivares houve aumento inicial da curva nas plantas expostas ao frio em
condicBes de campo, com posterior reducdo abaixo dos niveis do controle ao final
do periodo de estresse, sendo essa resposta similar em todas as cultivares. Em
relacdo a normalizacdo W (Figuras 3B, D e F), foi observado o aumento no tempo
necessario para alcancar Wip = 0,5 no 5° dia de estresse, indicando menor
capacidade de reducdo dos aceptores de elétrons do FSI em plantas expostas a
baixas temperaturas. No entanto, quando essas plantas retornaram as condic¢des de
casa de vegetacéao, foi verificada recuperacéo da fase IP, com valores de W 2 1 €

W, p retornando aos niveis do controle em todas as cultivares.
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Figura 3. Fluorescéncia transiente variavel entre os passos O e |, no intervalo de
tempo entre 30 e 300 ms (Wq = 1) e fluorescéncia transiente variavel entre os
passos | e P (W;p) em plantas de mamona submetidas ao frio (simbolos abertos) e
controle (simbolos preenchidos) das cultivares AL Guarany 2002 (A e B), BRS
Gabriela (C e D) e IAC Guarani (E e F). 1° ([J) e 5° (O) dia de estresse e 5° (A) e
100 (<) dia ap0s o retorno a casa de vegetacao.
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Fluorescéncia da clorofila a: Teste JIP

Mudancas expressivas nos parametros biofisicos do Teste JIP foram
observadas com o transcorrer das baixas temperaturas nas plantas das trés
cultivares avaliadas quando comparadas ao controle (Tabela 2). Foi possivel
verificar que em todas cultivares expostas as baixas temperaturas ocorreu 0
aumento da inclinag&o inicial da curva transiente (Mo), que corresponde a um maior
fechamento liquido dos centros de reacdo, sendo mais acentuado nas cultivares
BRS Gabriela e IAC Guarani. O tempo necessario para alcancar fluorescéncia
maxima (tFy), ou seja, quando todos os centros de reacdo estdo fechados,
aumentou nas plantas estressadas, com maiores valores no 3° dia de estresse, mais
acentuado em ‘IAC Guarani’. Com isso, foi observado que o estado redox médio de
Qa (Sw/tFy) apresentou reducdo drastica durante o periodo de exposi¢do ao frio,
sinalizando a menor atividade do transporte de elétrons (STRASSER et al., 2000,
2004). O numero de eventos de oxidacédo e re-reducdo de Qa (N) sofreu aumento no
3° dia, com posterior reducao abaixo dos niveis do controle, sendo mais expressivo
em ‘AL Guarany 2002’.

Apdbs o retorno a casa de vegetacao, ocorreu a recuperacdo dos valores de
Mo obtidos nas plantas das trés cultivares testadas. Em relacdo aos parametros tFy,
Sm e N, houve decréscimo intenso no 1° dia de retorno, com valores muito abaixo
dos registrados nas plantas controle. Posteriormente, aumentaram novamente,
sendo que no 10° dia foi verificado recuperacéo de tFy somente em ‘BRS Gabriela’,
enquanto que os valores de Sy aumentaram (cerca de 7% acima das plantas
controle) nas plantas das trés cultivares testadas. Com isso, apesar da reducao dos
valores de Sy/tFy no 1° dia, houve aumento até o 10° dia de retorno a casa de
vegetacdo, sendo esse mais acentuado nas plantas das cultivares AL Guarany 2002

e IAC Guarani.
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Tabela 2. Inclinacéo inicial da curva transiente (My), tempo necessario para alcancar
fluorescéncia maxima (tFy), area normalizada acima da curva transiente (Sy), estado
redox médio de Qa (Sw/tFm) € numero de eventos de oxidacéo e re-reducédo de Qa
(N) em plantas de mamona submetidas as baixas temperaturas em condi¢cdo de
campo e apos retorno a casa de vegetacao

Dias de retorno a

Parametro Dias de estresse casa de vegetacao
Cultivares 1 3 5 1 5 10
AL Guarany 0,975* 1,104 1,227 1,327 1,069 0,990
Mo BRS Gabriela 0,966 1,154 1,350 1,477 1,050 0,994
IAC Guarani 0,987 1,110 1,312 1,352 1,099 1,066
AL Guarany 0,969 1,892 1,347 0,768 0,867 0,889
tFy BRS Gabriela 0,842 1,716 1,305 0,752 0,977 1,023
IAC Guarani 0,936 2,103 1,316 0,711 1,016 0,922
AL Guarany 1,003 1,333 0,926 0,699 1,015 1,073
Swu BRS Gabriela 1,022 1,272 0,967 0,684 1,032 1,077
IAC Guarani 0,973 1,351 0,913 0,742 1,033 1,064

AL Guarany 1,023 0,676 0,697 0,921 1,104 1,252
SultFum BRS Gabriela 1,218 0,725 0,730 0,917 1,064 1,052

IAC Guarani 1,062 0,641 0,725 1,020 1,019 1,140

AL Guarany 0,979 1,236 0,879 0,740 1,068 1,010
N BRS Gabriela 0,996 1,238 0,995 0,767 1,080 1,091

IAC Guarani 0,967 1,270 0,933 0,825 1,098 1,122

*Valores dos parametros biofisicos obtidos para as plantas sob baixas temperaturas e
retorno a casa de vegetacdo foram normalizados para 0s respectivos controles (controle =
1).
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Os parametros que descrevem os fluxos especificos por centro de reacao,
rendimentos quanticos, eficiéncias e indices de performance das plantas das
cultivares AL Guarany 2002, BRS Gabriela e IAC Guarani sdo apresentados nas
Figuras 4, 5 e 6, respectivamente.

Durante o periodo de exposi¢do as baixas temperaturas, o fluxo de captura
por centro de reacao ativo (TRo/RC) manteve-se estavel, enquanto houve diminui¢éo
progressiva do fluxo de transporte de elétrons (ETo/RC) e da reducéo dos aceptores
finais do FSI (RE¢/RC) nas plantas das trés cultivares. Contudo, foi verificado
aumento da absor¢cédo (ABS/RC) e da dissipacao (DIo/RC), sendo mais intenso nas
plantas da cultivar AL Guarany 2002 (Figura 4A) do que em ‘BRS Gabriela’ (Figura
5A) e ‘IAC Guarani’ (Figura 6A).

Foi observado que nas plantas das trés cultivares houve decréscimo do
rendimento quantico da fotoquimica primaria (¢p,), do transporte de elétrons no
interssistema (gg,) € da reducédo dos aceptores finais de elétrons do FSI (pro) NO
periodo de exposicdo as baixas temperaturas, concomitante com incremento do
rendimento quéantico da dissipacdo da energia absorvida pelo sistema antena (¢po),
sendo essas alteracbes mais acentuadas em ‘AL Guarany 2002’. A eficiéncia com a
qual um elétron é movido além de Qa (Weo) apresentou o0 mesmo comportamento
observado em @go, enquanto houve aumento da eficiéncia com a qual um elétron do
interssistema é utilizado na redugdo dos aceptores finais do FSI (3ro).

Os valores do indice de performance relativos a absor¢do (Plags) sofreram
intenso decréscimo nas plantas expostas ao frio em condicbes de campo. No
entanto, o indice de performance total (PlrotaL) apresentou aumento no primeiro dia
de estresse, com posterior redugéo abaixo dos niveis do controle com o decorrer do
estresse.

ApOs a exposicado ao frio por cinco dias, as plantas retornaram a casa de
vegetacdo, para avaliacdo do potencial de recuperacdo da atividade do aparato
fotossintético das plantas jovens de mamona. Foi observada a recuperagdo dos
valores de fluxo especificos que sofreram alteracdo durante o periodo de estresse
(ABS/RC, DIo/RC, ETo/RC e RE(/RC), dos rendimentos quanticos (¢po, deo, Pro € $no)
e das eficiéncias (Weg, e Oro), alcancando valores similares ao controle nas trés

cultivares testadas (Figuras 4B, 5B e 6B).
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Figura 4. Parametros da fluorescéncia da clorofila a, calculados através do Teste JIP
em plantas de Ricinus communis cultivar AL Guarany 2002 expostas ao frio (A) no 1°
(M), 3° (O) e 5° ([J) dia de estresse e retorno a casa de vegetacdo (B) no 1° (A), 5°
(X) e 10° (@) dia ap6s o retorno a casa de vegetacdo. Os valores foram
normalizados utilizando o controle como referéncia.
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Figura 5. Parametros da fluorescéncia da clorofila a, calculados através do Teste JIP
em plantas de Ricinus communis cultivar BRS Gabriela expostas ao frio (A) no 1°
(W), 3° (O) e 5° (1) dia de estresse e retorno a casa de vegetacdo (B) no 1° (A), 5°

pY

(X) e 10° (@) dia ap0s o retorno a casa de vegetacdo. Os valores foram

normalizados utilizando o controle como referéncia.
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Figura 6. Parametros da fluorescéncia da clorofila a, calculados através do Teste JIP
em plantas de Ricinus communis cultivar IAC Guarani expostas ao frio (A) no 1° (H),
3° (O) e 5° ([J) dia de estresse e retorno a casa de vegetacdo (B) no 1° (A), 5° (X) e
10° (@) dia apoOs o retorno a casa de vegetacdo. Os valores foram normalizados

utilizando o controle como referéncia.



64

Ao final do periodo de avaliagdo, foi possivel notar que os valores dos indices
de performance (Plass € Plyoral) das plantas jovens das trés cultivares testadas
retornaram aos niveis do controle, demonstrando o potencial de recuperacdo da
capacidade fotossintética das plantas de mamona submetidas ao estresse por

baixas temperaturas.

DISCUSSAO

As baixas temperaturas afetam negativamente a fotossintese de plantas
sensiveis, reduzindo a atividade fotoquimica, transporte de elétrons e assimilacdo de
carbono. Esses efeitos sdo mais acentuados quando ocorrem na presenca de maior
intensidade luminosa, aumentando a susceptibilidade a fotoinibicdo e danos ao
aparato fotossintético (HUNNER et al., 1998; GOH et al., 2012). Neste trabalho, as
maiores modificag6es no formato da curva OJIP, ocorreram concomitantemente a
reducdo da temperatura minima e de relva, associada ao aumento da insolacao no
mesmo periodo.

De maneira similar a diversos estudos anteriores (ISLAM et al., 2011; DING et
al., 2012; LEI et al.,, 2014) o rendimento quéantico da fotoquimica primaria (¢po)
diminuiu nas plantas jovens de mamona expostas as baixas temperaturas,
caracterizando a ocorréncia de fotoinibicdo cronica nessas plantas (ENSMINGER et
al., 2006). Em plantas sensiveis, isso ocorre em fungéo da reducgéo da fluidez das
membranas da tilacéide que impede a incorporacédo do precursor da proteina D1 no
centro de reacdo do FSII danificado (ALLAKHVERDIEV et al., 2005), inibindo os
processos de reparacdo do FSIl danificado (MOHANTY et al., 2007). Como nao
houve aumento da banda-K, portanto, sem reducédo da atividade do complexo de
evolucdo do oxigénio (YUSUF et al., 2010), a reducdo da atividade fotoquimica
durante o periodo de estresse deve ser atribuida a modificagbes do lado aceptor de
elétrons do FSII.

Essas modificacbes sdo consonantes com o aumento dos fluxos especificos
ABS/RC e DIy/RC, sendo mais intensos nas plantas da cultivar AL Guarany 2002. O
aumento de ABS/RC ¢ atribuido ao processo de inativacdo dos centros de reacao,
aumentando o sistema antena disponivel para os centros de reacdo ativos restantes
(CHRISTHEN et al., 2007). Dessa forma, a energia absorvida excedente, ou seja,

gue nao foi capturada pelos centros de reacéo ativos, € dissipada na forma de calor,
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fluorescéncia ou transferida para outros sistemas (STRASSER et al.,, 2004),
proporcionando aumento de DIy/RC nas plantas estressadas.

O transporte de elétrons no interssistema, estimado pelos parametros We,,
®eo € ETo/RC, foi extremamente afetado nas plantas de mamona submetidas as
baixas temperaturas. Durante a andlise das curvas de fluorescéncia relativa variavel,
0 aumento substancial observado no passo V; € um indicativo do acumulo da fracéo
de Qa (STRASSER et al., 2004, TOTH et al., 2007), devido a uma diminuicio no
transporte de elétrons além de Qa (SUZUKI et al., 2011). Esse resultado é verificado
também por Pietrini et al. (2005) e van Heerden (2014), e pode ser atribuido a
diminuicdo do pool de plastoquinona disponivel em relagdo ao aceptor primario de
elétrons (Qa) em resposta a menor fluidez das membranas provocada pela reducao
da temperatura (BARROS et al., 2006; WANG et al., 2008a).

Apesar do aumento da eficiéncia com a qual um elétron do interssistema é
utilizado na reducao de aceptores finais de FSI (dro) has plantas de mamona
submetidas as baixas temperaturas, assim como observado em Brassica napus
(PERBONI et al., 2015), a reducao dos aceptores finais de elétrons foi prejudicada,
com diminuicdo do ¢ro, RE(/RC e da constante global de reducdo dos aceptores
finais de elétrons da atividade do fotossistema | (W;=0,5). Isso ocorre em funcdo do
decréscimo da capacidade fotoquimica do FSIlI e do fluxo de elétrons além de Qa’,
fazendo com que o FSI permaneca oxidado por mais tempo (SUZUKI et al, 2011,
ZHANG et al., 2011). No entanto, quando analisado os valores de dr, € a pouca
influéncia sobre os valores de V,, sendo esse altamente correlacionado com o
conteudo de FSI ativo (CEPPI et al., 2012), é possivel perceber menor sensibilidade
do FSI em relacdo ao FSIl as baixas temperaturas, que deve ser atribuida ao
fechamento massivo dos centros de reagao no FSIl (HUANG et al.,, 2010), que
apesar de proteger o FSI de danos foto-oxidativos, aumenta a pressao de excitacao
sobre FSII, prejudicando sua regeneracdo e aumentando sua suscetibilidade a
fotoinibic&o cronica.

Dessa forma, é possivel determinar que o efeito inibitério das baixas
temperaturas sobre o indice de performance relativo a absorgcéo (Plags) resulta da
diminuicdo de centros de reacao ativos, da atividade fotoquimica e da capacidade de
transporte de elétrons além de Qa. Por outro lado, o aumento da eficiéncia da
reducdo dos aceptores finais do FSI causou o aumento do Plyora. nas plantas

estressadas no 1° dia. No entanto, esse aumento néo foi suficiente para manter
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valores de PlroraL @0s niveis do controle durante o decorrer do estresse. Os indices
de performance tém se mostrado muito eficientes para deteccdo de estresse em
plantas, antes mesmo de sintomas visiveis, quando submetidas a estresses.

Trabalhos anteriores (STRAUSS et al., 2007, PAN et al., 2009; PERBONI et
al., 2015) verificaram que o indice de performance € muito mais sensivel que a @p,
na deteccdo de modificacbes da atividade fotossintética de plantas expostas as
baixas temperaturas. Isso se deve ao fato de que os indices de performance
integram varios componentes do aparato fotossintético. O Plags combina, em uma
equacao, a densidade de centros de reacdo ativos no sistema antena (RC/ABS), a
performance das reacdes fotoquimicas [@po/(1-Ppo)] € do transporte de elétrons [Wgo
/(1-Wgo)], enquanto que a expressédo Fv/Fy (¢po) contém apenas informagdes sobre o
rendimento quéantico da fotoquimica primaria (STRASSER et al., 2004). O PlroraL €
ainda mais completo por levar em consideracdo a performance da redugcdo dos
aceptores finais do FSI [0ro/(1-0ro)], cOmpreendendo toda a cadeia transportadora
de elétrons (TSIMILLI-MICHAEL e STRASSER, 2008).

Apos 10 dias do retorno as condicbes de casa de vegetacdo, foram
registrados valores de Plags € PlroraL Similares ao controle, evidenciando que o0s
efeitos provocados pelas baixas temperaturas sobre a capacidade fotossintética séo
reversiveis em plantas de mamona. O longo tempo de recuperacédo (dobro do tempo
de exposicao as baixas temperaturas) deve ser atribuido a duracdo da exposicéo a
condicdo fotoinibitéria, uma vez que o decréscimo do rendimento quantico da
fotoquimica primaria do FSII e do transporte de elétrons de Qa” para o interssistema
diminui o fluxo linear de elétrons, reduzindo a provisdo de ATP e de equivalentes
redutores necessarios para regulacéo translacional da proteina D1 e sua integracéo
no FSII danificado (SUN et al., 2006).

CONCLUSAO

A exposicdo as baixas temperaturas prejudica a atividade fotossintética de
plantas de mamona, com diminuigcdo da atividade do fotossistema Il, do fluxo de
elétrons no interssistema e da constante de reducdo dos aceptores finais de
elétrons, acompanhada do aumento da inativacdo de centros de reacdo e da
dissipacéo de energia;

A atividade do fotossistema Il é mais sensivel que do fotossistema | ao

estresse por baixas temperaturas em plantas de mamona,;
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As plantas de mamona submetidas as baixas temperaturas possuem
capacidade de recuperacao da atividade fotossintética apds o retorno as condi¢des
de adequadas de temperatura;

O estresse por baixas temperaturas afeta as trés cultivares de forma
semelhante, porém, com menor intensidade em nas plantas da cultivar BRS

Gabriela, do que em ‘AL Guarany 2002’ e ‘IAC Guarani’.
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CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento fotossintético de plantas jovens de mamona € altamente
responsivo as modificagbes em condicbes ambientais, apresentando reducdo do
potencial fotossintético em plantas submetidas ao estresse hidrico e por
temperatura. A analise da fluorescéncia transiente é um meétodo eficiente para
avaliar a resposta da cadeia de transporte de elétrons em plantas de mamona,
permitindo verificar que os estresses afetam, de forma e intensidade diferenciada, o
aparato fotossintético dessas plantas.

Durante as analises em plantas de mamona submetidas ao estresse hidrico
(seca e alagamento), foi possivel perceber mecanismos de adaptacdo relativos a
atividade da cadeia transportadora de elétrons, com aumento dos indices de
performance no periodo inicial dos estresses, embora houvesse progressiva reducao
da assimilacdo de CO,.Esse processo pode ser atribuido ao aumento das reacdes
acopladas a fotossintese, como a fotorrespiracdo e ciclo agua-agua, que utilizam o
NADPH, e ATP produzidos no cloroplastos, reduzindo o impacto causado pelo
estresse oxidativo.

Apesar do aparente processo de adaptacdo ao estresse hidrico por meio do
aumento dessas reagOes, as trocas gasosas foram fortemente afetadas nessas
plantas estressadas. O déficit hidrico reduziu a assimilacdo de CO; pelo aumento da
resisténcia estomatica, causada pela reducdo da abertura estomatica, e da reducao
da eficiéncia intrinseca de carboxilacdo. Somente ao final do estresse ocorreu o
decréscimo da atividade da cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto, sendo
gue essas modificacdes foram mais intensas em plantas da cultivar IAC Guarani do
que em ‘BRS Gabriela’.

Em condi¢des de alagamento do solo, as trocas gasosas foram afetadas de
forma semelhante ao observado no déficit hidrico, porém, de forma mais rapida e
intensa, com reducdo da assimilagdo de CO, ja no 3° dia de estresse, sendo que as
plantas da cultivar IAC tiveram reducdo mais intensa que as observadas em ‘AL
Guarany 2002’. No entanto, a atividade da cadeia transportadora de elétrons no
cloroplasto das plantas estressadas ndo apresentou reducédo abaixo da observada
nas plantas controle durante o periodo experimental.

Com a reducgdo da assimilacdo de CO, nas plantas sob estresse hidrico, o

acumulo de biomassa foi prejudicado, com reducédo do crescimento da parte aérea.
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Além da reducdo da capacidade fotossintética, o menor numero de folhas nas
plantas estressadas contribuiu diretamente para reducdo da éarea foliar, que
influenciou o crescimento. Apesar disso, essa € uma estratégia interessante, pois
reduz a area disponivel para transpiracdo, o que diminui a perda de agua para o
ambiente. Ademais, embora as cultivares testadas tenham sido afetadas pelo
estresse hidrico, as plantas da cultivar BRS Gabriela se mostraram menos sensiveis
ao déficit hidrico e as plantas da cultivar AL Guarany 2002 menos sensiveis ao
alagamento.

Quanto a exposicdo as baixas temperaturas, a estrutura e funcionamento da
cadeia transportadora de elétrons foram extremamente sensiveis, com intensas
modificacbes nos parametros de fluorescéncia, sendo que foi observado
comportamento similar entre as trés cultivares avaliadas, porém, a cultivar ‘BRS
Gabriela’ foi menos afetada que as demais. Dessa forma, o estresse por baixas
temperaturas reduz a atividade da cadeia transportadora de elétrons no cloroplasto,
afetando todos os fluxos de energia a partir da absorcdo de energia (fotoquimica,
transporte de elétrons no interssistema e reducdo dos aceptores finais de elétrons
do FSI), inviabilizando a assimilagédo de CO, e as demais reacdes que ocorrem no
cloroplasto, por reduzir o conteido de NADPH, e ATP. Apesar das modificacdes
ocorridas durante o estresse, as plantas apresentaram potencial para recuperacao
da atividade da cadeia transportadora de elétrons apds retornarem para as
condicles da casa de vegetacao.

Entre os parametros de fluorescéncia, a razdo Fv/Fo (TRo/Dlp) € os indices de
performance (Plass € Plroral) Se mostraram mais sensiveis as alteragbes em
condicdes estressantes que a razdo Fy/Fu (gpo), Servindo como parametros
alternativos mais eficientes para indicar a reducéo da capacidade fotossintética em
plantas estressadas. Ainda, o estudo de cinética de emissao de fluorescéncia € uma
importante ferramenta de estudo, auxiliando na identificacdo dos diferentes locais de
atuacdo dos estresses testados através da identificacdo das bandas L e K, e da
analise da fase IP.

Nesse trabalho houve respostas distintas entre as cultivares quando
submetidas aos estresses estudados. Em relacdo ao déficit hidrico, as plantas da
cultivar BRS Gabriela foram menos sensiveis ao estresse quando comparadas as da
IAC Guarani’. As trocas gasosas, principal alvo do estresse nesse estudo, foram

reduzidas de forma mais drastica e rapida em plantas de ‘IAC Guarani’ do que em
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‘BRS Gabriela’ (redugéo aos 8 e 15 dias, respectivamente, em relagdo aos seus
controles). Além disso, a dissipacdo de energia absorvida, inativacdo de centros de
reacdo e reducdo dos indices de performance foram muito superiores em ‘IAC
Guarani’, caracterizando sua maior sensibilidade em relacdo a ‘BRS Gabriela’ ao
estresse por déficit hidrico.

Em relacdo ao estresse por alagamento do solo, as plantas da cultivar AL
Guarany 2002 foram menos sensiveis do que de ‘IAC Guarani’. Além de ser menos
afetadas no que tange as trocas gasosas, as plantas da cultivar AL Guarany 2002
apresentaram resposta de adaptacdo da cadeia transportadora de elétrons ao
estresse somente no 4° e 5° dia de estresse, enquanto essas respostas se fizeram
necessarias desde o primeiro dia de estresse em ‘IAC Guarani’, a qual ndo se
manteve com éxito ao longo do periodo experimental.

No entanto, na exposicdo as baixas temperaturas, as plantas das trés
cultivares (AL Guarany 2002, BRS Gabriela e IAC Guarani) apresentaram
comportamento semelhante, diferindo com pequena intensidade nos valores de
dissipacdo de energia e de inativacdo de centros de reagdo, onde as plantas da
cultivar BRS Gabriela apresentaram melhor desempenho que as demais. Ademais, a
capacidade e velocidade de recuperacédo da atividade da cadeia transportadora de
elétrons quando as plantas retornaram para casa de vegetacdo foi semelhante em
todas cultivares.

Portanto, nas condicdes experimentais utilizadas neste trabalho, as plantas da
cultivar BRS Gabriela foram menos sensiveis ao estresse por déficit hidrico, bem
como as plantas da cultivar AL Guarany 2002 foram menos sensiveis ao alagamento
do solo, quando comparadas as plantas da cultivar IAC Guarani. Quanto a
exposicdo as baixas temperaturas em condi¢des naturais de campo, as plantas da
cultivar BRS Gabriela foram menos sensiveis ao estresse do que das cultivares AL
Guarany 2002 e IAC Guarani.

Dessa forma, esse trabalho contribuiu para entender como o0s estresses por
seca, alagamento e diferentes temperaturas agem sobre os componentes da cadeia

transportadora de elétrons, trocas gasosas e crescimento de plantas de mamona.
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