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RESUMO

Jatropha curcas L. (pinhao manso) é uma espécie da familia Euphorbiaceae,
originaria do continente americano, cujo cultivo foi disseminado nos ultimos
anos em diversas regides do globo, predominantemente em regides tropicais,
devido a qualidade do 6leo produzido por suas sementes. A espécie é também
empregada na recuperacao de areas degradadas, como fitorremediadora e na
farmacologia. J. curcas € uma espécie que possui adaptabilidade a varios
ambientes. Sabendo-se que o estresse hidrico e as altas temperaturas podem
levar a alteragcbes bioquimicas e fisiolégicas que variam desde o rendimento
fotossintético até o acumulo de solutos e que a tolerancia das plantas pode ser
atribuida ao grau de adaptagcdo as condi¢gdes ambientais nos locais de cultivo
esse trabalho objetivou diferenciar gendtipos de J. curcas quanto ao grau de
sensibilidade ao calor e a interferéncia da seca a sensibilidade ao calor.
Diferencas claras foram observadas no parametro PIABS e seus componentes
(RC/ABS, @P0 e WEO), portanto, podemos considerar que as categorias de
resposta térmica das plantas de gendétipos de pinhdo manso foram claramente
diferenciadas: NEF12 sensivel, NEFO5 e NEF16 tolerante. As diminuicdes
relativas de Plass e PltotaL foram variaveis para os genoétipos cultivados em alta
temperatura e testados sob déficit hidrico, permitindo a selegdo dos gendtipos
de acordo com a sensibilidade demonstrada: menos sensivel (NEF07) e
sensivel (NEF05). A atividade enzimatica da CAT e APX, carboidratos,
pigmentos e acumulo de prolina demonstraram que 0s gendtipos possuem

respostas diferentes frente ao mesmo estresse.

Palavras-chave: fluorescéncia da clorofila, estresse abiotico, pigmentos,

enzimas, prolina



ABSTRACT

Jatropha curcas L. (physic nut) is a species of the Euphorbiaceae family,
originally from the American continent, whose cultivation has been disseminated
in recent years in several regions of the globe, predominantly in tropical regions,
due to the quality of the oil produced by its seeds. The species is also used in
the recovery of degraded areas, as phytoremediation and in pharmacology. J.
curcas is a species that has adaptability to various environments. Knowing that
water stress and high temperatures can lead to biochemical and physiological
changes that vary from photosynthetic yield to the accumulation of solutes and
that the tolerance of plants can be attributed to the degree of adaptation to
environmental conditions in cultivation sites. This work aimed to differentiate
genotypes of J. curcas regarding the degree of sensitivity to heat and the
interference of drought with sensitivity to heat. Clear differences were observed
in the Plass parameter and its components (RC/ABS, @Po and WEo), therefore,
we can consider that the thermal response categories of physic nut plants were
clearly differentiated: sensitive NEF12, NEF05 and NEF 16 tolerant. The relative
decreases of Plass and PltotaL were variable for genotypes grown at high
temperature and tested under water deficit, allowing the selection of genotypes
according to the demonstrated sensitivity: less sensitive (NEF07) and sensitive
(NEFO05). The enzymatic activity of CAT and APX, carbohydrates, pigments and
proline accumulation demonstrated that the genotypes have different responses

to the same stress.

Keywords: chlorophyll fluorescence, abiotic stress, pigments, enzymes, proline
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1 INTRODUGAO

Varias condicbes ambientais podem comprometer o desenvolvimento dos
vegetais, principalmente nas regides tropicais, onde fatores como estresse hidrico,
excesso de radiagdo e altas temperaturas podem limitar a fotossintese e gerar
danos a produtividade nas lavouras (CELOVANE et al., 2018; DINIS et al., 2017;
SILVA et al., 2019).

O estresse hidrico, juntamente com altas temperaturas, pode levar a
alteragdes bioquimicas e fisiolégicas que variam do rendimento fotossintético ao
acumulo de solutos, limitando também a produtividade das plantas (SANTOS et al.,
2013; SILVA et al., 2019). Os efeitos desses fatores e sua interacao, tem sido fonte
de muitos estudos que visam propor meios de minimizar seus impactos e evidenciar
gendtipos menos sensiveis as condi¢gdes adversas (FAHAD et al., 2017; JAIN et al.,
2018; KALAJI et al., 2018; PAGANOVA et al., 2017).

Sob déficit hidrico, as plantas tem como um dos primeiros efeitos a indugéo
do fechamento estomatico, o que leva a diminuicdo da assimilacao de dioxido de
carbono (COz2) e redugéo da atividade da enzima ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase
oxigenase (RuBisCO) e da regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato (RuBP) (LIMA
NETO et al., 2017; ZIVCAK et al., 2013). Como o Ciclo de Calvin-Benson é a
principal via de consumo das moléculas de ATP e NADPH nos cloroplastos, sua
disfungéo causa um desequilibrio geral no processo fotossintético, comprometendo
a relacao NADP+ / NADPH e a producéo de ATP, criando um excesso de energia
nos tilacdides. Esse desequilibrio aumenta a producédo de espécies reativas de
oxigénio (EROS), que podem ser propagadas do cloroplasto para outros locais,
sinalizando respostas metabdlicas ou causando danos as estruturas celulares,
dependendo da intensidade do estresse (ZIVCAK et al., 2013).

Sob estresse térmico, a cadeia fotossintética de transporte de elétrons deixa
de usar eficientemente a energia luminosa para produzir ATP e o NADPH, levando
aumento da fotorrespiracdo, diminuicdo do rendimento das reagdes de
carboxilagao e geragao de espécies reativas de oxigénio (ERO), convergindo para
a reducéao da eficiéncia fotossintética (JAIN; SINGH; PANDEY; RAMYA; SINGH;
PRABHU, 2018; TAN et al., 2020). O metabolismo dos carboidratos € afetado pelo

estresse térmico, principalmente porque altera a afinidade da enzima ribulose-1, 5-
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bifosfato carboxilase/ oxigenase (RuBisCO) ao CO2, favorecendo a
fotorrespiragdo. Alguns estudos indicam que o conteudo de carboidratos pode
diferir entre plantas da mesma espécie, acusando caracteristicas de cada gendtipo
(ZHOU et al., 2017).

Por serem seres sésseis, as plantas desenvolveram varias estratégias
fisiolégicas e bioquimicas para tolerancia e escape de varias situagdes de estresse
bidtico e abidtico. Varias dessas estratégias estdo relacionadas a producido de
metabdlitos. A prolina, por exemplo, € um aminoacido com fungéo osmorregulatéria
e osmoprotetora para estruturas celulares e que serve como fonte de carboidratos
em situacdes pods-estresse. Em situacdes de estresse térmico, o aumento desse
aminoacido pode contribuir para uma menor sensibilidade ao calor (GOSAVI et al.,
2014).

Além disso, a expressao de enzimas antioxidantes também pode aumentar
durante periodos criticos de alta temperatura e restricdo hidrica. Se o estresse
continuar por muito tempo, a expressao desses metabdlitos comecgara a diminuir,
levando a planta a estresse oxidativo severo, podendo chegar a morte
(HASANUZZAMAN et al., 2013).

Tendo em vista todos os prejuizos metabdlicos que podem ser causados por
condicbes ambientais, em diversos trabalhos os autores documentaram a
importancia do estudo da fluorescéncia da clorofila a na distingdo da sensibilidade
de gendtipos frente aos estresses (CHEN ET AL., 2016; KALAJI ET AL., 2018; LIMA
NETO et al., 2015; MAES et al., 2009; DALBERTO et al., 2017). Segundo Zhou et
al. (2019), Kalaji et al. (2018) e Martins et al. (2017) ao trabalhar com tomate,
cevada e crambe, respectivamente, foi possivel observar que a cinética das curvas
de inducao de fluorescéncia da Chl a (OJIP) forneceram informagdes detalhadas
sobre as diferengas existentes entre os gendtipos, principalmente ao analisarem o
FSILI.

Esses trabalhos sao importantes pois visam agregar informagdes sobre os
fenotipos de plantas da mesma espécie. A tolerancia das plantas a condicoes
estressantes pode ser atribuida ao grau de adaptagéo dessas plantas as condi¢des
ambientais dos locais de cultivo. Cultivares e gendtipos introduzidos em
determinada regido, muitas vezes nao se adaptam as novas condigbes ambientais
e podem tornar-se mais sensiveis a fatores abiéticos no novo ambiente do que uma

planta, da mesma espécie, nativa daquele meio (HWA E YANG, 2008).
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Com foco nessa possibilidade de distingdo de gendtipos a partir de dados
fotossintéticos, varios pesquisadores tem tentado diferenciar genétipos de pinhao
manso (Jatropha curcas L.), a fim de agregar informag¢des para registro de
possiveis cultivares, uma vez que essa espécie ainda estda em fase de
domesticacdo, mas tem se mostrado como uma alternativa para uso no Programa
Nacional de Produgédo e Uso de Biodiesel (PNPB) (DOMICIANO et al., 2018;
MATOS et al., 2014).

O pinhdo manso é uma espécie da familia Euphorbiaceae, originaria do
continente Americano, cujo cultivo vem sendo disseminado em diversas regides do
globo, predominantemente em regides tropicais (ANDRADE, 2007). E um arbusto
de crescimento rapido, caducifélio, que pode atingir mais de 5 m de altura. Esta
espécie desenvolve-se sob condigdes climaticas diversas, sendo favorecida em
regides tropicais onde a precipitagdo anual esteja acima de 944 mm/ano (FINI et
al., 2013) e a temperatura entre 18°C e 28,5°C (DALLACORT et al., 2010). Sua
adocdo como uma cultura potencial para atender ao PNPB, deve-se,
principalmente, ao potencial de rendimento de éleo, por ser uma espécie nao
alimentar e seu manejo ser compativel com o perfil da agricultura familiar (LAVIOLA
et al., 2018; LAVIOLA et al., 2011; SANTOS et al., 2013).

Devido a rusticidade, adaptabilidade a varios ambientes e a qualidade do éleo,
esta planta, além de ter potencial como fonte de biodiesel, também pode ser
empregada na recuperacao de areas degradadas (ANDRADE, 2007). Porém, os
genotipos utilizados nos plantios sdo geneticamente desconhecidos, n&o existindo
ainda cultivares melhoradas, sobre as quais se tenha informagdes e garantias do
potencial de producdo nas diversas regides produtoras (LAVIOLA et al., 2011;
ALVES et al., 2019).

A J. curcas, familia Euphorbiaceae, € uma espécie oleaginosa bastante visada
para recuperacio de areas degradadas e como matéria-prima para a producéo de
tintas, sab&o, lampadas e 6leos lubrificantes e biodiesel (KUMAR; SHARMA, 2008).
Além disso, diferentes partes destas plantas contém uma variedade de metabdlitos
e compostos bioativos importantes, chamando a atencao de pesquisadores da area
farmacoldgica e cosmética (LEON-VILLANUEVA et al., 2018). No entanto, o teor
de d6leo e outros componentes quimicos variam consideravelmente entre os
diferentes acessos (DOMICIANO et al., 2018; DRUMOND et al., 2010).
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No Brasil, o pinhdo manso ganhou destaque como espécie rustica e
fortemente tolerante ao déficit hidrico, tendo suas adaptagdes fisioldgicas
estudadas em duas regides do Brasil, com climas diferentes: um clima tropical
semi-arido (Agreste) e tropical semi-umido sujeito a estresse hidrico (Santos et al.,
2013). Segundo os autores, J. curcas exibe fotoinibicdo dinamica, mesmo na
estacao seca, e as plantas apresentam fotoinibicao cronica apenas sob condi¢cdes
de déficit hidrico severo.

Um estudo realizado pelo Nucleo de Estudos da Fotossintese (NEF) também
avaliou plantas de pinhdo manso cultivadas em duas zonas agroclimaticas no
estado do Espirito Santo, uma costeira com solo arenoso (Pontal do Ipiranga), e
outra no interior do estado com solo mais argiloso (Itarana) (Silva et al., 2019). Os
resultados do teste JIP permitiram concluir que a eficiéncia do fotossistema Il (¢Po)
e fotossistema | (pRo) decresceu de janeiro a margo e voltou a apresentar
recuperacao a partir de abril, 0 que demonstrou a influéncia negativa do solo que
retém pouca agua em comparagao ao outro. Ao analisar o indice de desempenho
da eficiéncia do transporte de elétrons na cadeia de transporte fotossintética (Plass
e PlrortaL), a mesma tendéncia foi observada na regido costeira.

Em outro estudo desenvolvido pelo NEF, os pesquisadores conseguiram
diferenciar os acessos de pinhdo manso (dados ainda nao publicados) quanto a
sensibilidade ao calor utilizando o indice de sensibilidade ao calor (HSI),
desenvolvido por (CHEN et al., 2016). Este indice correlaciona o logaritmo do indice
de desempenho (logPlass), ou seja, a forca motriz total para a fotossintese e a
fluorescéncia variavel relativa na etapa K (Vk) (STRASSER et al.,, 2010;
STRASSER; TSIMILLI-MICHAEL; SRIVASTAVA, 2004). A partir deste indice
conseguiram identificar que os acessos NEF05 e NEF16 sdo menos sensiveis ao
calor do que os acessos NEFO7 e NEF13.

Esses estudos e a elucidacdo dessas variagdes sdo de extrema importancia
para pesquisas em melhoramento vegetal visando a exploragdo econdmica,
principalmente em termos bioenergéticos (LAVIOLA, Bruno Galveas et al., 2018;
LAVIOLA, Bruno Galvig zas et al., 2017), uma vez que no Brasil o pinhdo manso
tem sido considerado uma cultura promissora para a exploracdo do oleo pelo
Programa Nacional de Produgao e Uso de Biodiesel por causa do seu potencial de

rendimento de 6leo, além de ser uma espécie ndo alimentar e 0 manejo ser
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compativel com o perfil da agricultura familiar (DOMICIANO et al., 2018; LAVIOLA,
Bruno Galvéas et al., 2011).

Sendo assim, com base nessas informacdes, viu-se a necessidade de avaliar
0s gendtipos de pinhdo manso de forma rapida e eficiente. O presente estudo teve
como objetivo avaliar se o indice de sensibilidade ao calor (ISC) calculado em
plantas cultivadas a pleno sol pode realmente demonstrar diferengas fisioldégicas
em genotipos de pinhdo manso, ou seja, verificar se os dados de ISC correspondem
a uma diferenga real entre genotipos. Além disso, buscamos ainda verificar a
interferéncia da restricdo hidrica sobre a sensibilidade ao calor, bem como as
alteracbes no metabolismo antioxidante e no acumulo de prolina nos genétipos

estudados.
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2 HIPOTESES

a) O indice de sensibilidade ao calor (ISC) calculado em plantas cultivadas a pleno
sol, pode ser usado para demonstrar diferencgas fisiolégicas entre gendétipos de
pinh&o manso.

b) Diferentes gendtipos de pinhdo manso quando submetidos a altas temperaturas
e ao estresse hidrico terdo respostas diferentes dependendo do grau de

tolerancia a esses estresses, entio seria possivel distingui-los.
3 OBJETIVO GERAL

Identificar genotipos de Jatropha curcas L. tolerantes ao estresse térmico e ao
estresse simultaneo de déficit hidrico e altas temperaturas.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a efetividade do uso do indice de Sensibilidade ao Calor (ISC) em
genotipos de J. curcas submetidos ao estresse térmico.

b) Determinar o gendétipo de J. curcas mais tolerante ao estresse térmico;

c) Quantificar os teores de pigmentos foliares (clorofilas, carotenoides e
antocianinas) de seis gendtipos de J. curcas submetidos a estresse térmico e
estresse hidrico simultaneamente;

d) Avaliar os danos na cadeia de transporte de elétrons provocados pelo estresse
térmico e estresse hidrico simultaneos, em folhas de seis gendtipos de J. curcas;

e) Determinar os teores de agucares soluveis, sacarose e agucares redutores em
folhas de seis gendtipos de J. curcas submetidas a estresse térmico e estresse
hidrico simultaneos;

f) Avaliar a atividade das enzimas catalase e peroxidase do ascorbato em folhas
de seis gendtipos de J. curcas submetidos a estresse térmico e estresse hidrico
simultaneos;

g) Determinar o gendtipo de J. curcas mais tolerante ao estresse térmico e

h) déficit hidrico, simultaneos.
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5 REVISAO BIBLIOGRAFICA
5.1Estresse Térmico

De acordo com Wang et al., 2017), o estresse térmico afeta a fotossintese em
aspectos fisiolégicos, bioquimicos e moleculares, como a desnaturagdo de
proteinas e lipidios na membrana do tilacoide e 0 aumento da producao de espécies

reativas de oxigénio (ERO), Figuras 1 e 2.

Tilacoide

Granum

Estroma

Lamelas
do estroma

0,5 pm

Figura 1: Micrografia da estrutura interna de um cloroplasto, expondo os tilacoides, granum, estroma
e suas lamelas. Adaptado de Taiz et al., 2017.

Sob estresse térmico, a cadeia de transporte de elétrons (CTE) fotossintética
nao consegue utilizar eficientemente a energia luminosa, comprometendo a
producao de NADPH, levando a inibi¢do do transporte linear de elétrons, aumento
do fluxo ciclico de elétrons, aumento da fotorrespiragao e diminuigdo da produgao
do estagio bioquimico (reagdes de carboxilagdo) convergindo para a redugao da
eficiéncia fotossintética (JAIN; SINGH; PANDEY; RAMYA; SINGH; PRABHU, 2018;
TAN et al., 2020).

O processo fotossintético, especialmente o estagio fotoquimico, é afetado
negativamente devido a maior sensibilidade do fotossistema Il (FSIl), que é
constantemente remodelado para mitigar mudangas ambientais e manter a
homeostase do sistema. Em alta temperatura, alteracées nas interagbes entre
lipidios e proteinas da membrana dos tilacoides ocorrem devido ao aumento da

fluidez lipidica (OUKARROUM et al., 2013). Esses eventos levam a dissociagdo do
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complexo coletor de luz (CCL; antena) e, finalmente, a perda do empilhamento das
membranas, Figura 2 (OUKARROUM et al, 2013). Outro fator que contribui para a
desestabilizacdo da CTE fotossintética € a perda de conformagao do cluster de

manganés, que altera a estrutura e a fungao do FSII.

HRERE B

Dimero Trimero PSIl Citocromo  PSI ATP-sintase

trom LHCI LHCH b fdimero
Estroma Membrana | 6

do tilacoide

(A)

Figura 2: Esquema da disposicdo dos componentes da cadeia de transportes de elétrons
fotossintética. Adaptado de TAIZ et al. (2017).

Além disso, as reacbOes de carboxilacdo sio afetadas pelo calor,
principalmente, porque ele altera a afinidade da enzima ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCO) ao CO2, aumentando a atividade oxigenasse,
afinidade pelo 02, favorecendo a fotorrespiracdo. Esse processo € um importante
meio de dissipacéo de energia e consumo de ATP e NADPH, uma vez que evita o
acumulo dessas moléculas, protegendo o aparato fotossintético de possiveis danos
oxidativos. Segundo Oukarroum et al. (2016) temperaturas elevadas, entre 35 e
45°C sao capazes de induzir a total inibicao do processo de fixagao de carbono e a
capacidade de fotofosforilagdo no FSII, porém o FSI tem sido relatado como
resistente ao calor (CHEN et al., 2016). No entanto, tanto a resposta quanto a
suscetibilidade das plantas ao estresse por calor, podem variar entre os gendtipos

e os estagios de desenvolvimento, segundo Zhou et al. (2017).

5.2 Estresse hidrico

Sabe-se que um dos primeiros efeitos diretos do déficit hidrico nas plantas é

a inducao do fechamento estomatico, o que leva a diminuicdo da assimilagcado de
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diéxido de carbono (COz2) e redugéo da atividade da enzima ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase oxigenase (RuBisCO) e da regeneracdo da ribulose-1,5-bifosfato
(RuBP) (LIMA NETO et al., 2017; ZIVCAK et al., 2013). Como o ciclo de Calvin-
Benson é a principal via de consumo das moléculas de ATP e NADPH nos
cloroplastos, sua disfuncdo causa um desequilibrio geral no processo
fotossintético, comprometendo a relacao NADP* / NADPH e a producao de ATP,
criando um excesso de energia nos tilacoides. Esse desequilibrio aumenta a
producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) nessa organela que podem ser
propagadas para outros locais sinalizando respostas metabdlicas ou causando
danos as estruturas celulares, dependendo da intensidade do estresse (ZIVCAK et
al., 2013).

5.3 Ajuste osmotico

O ajuste osmatico consiste em um mecanismo fisiolégico estabelecido pelo
acumulo de solutos compativeis, como a prolina, a trealose e a sacarose no vacuolo
ou no citoplasma (BENITEZ et al., 2016), o que contribui para a manutencao do
balanco hidrico e a preservagao da integridade de proteinas, enzimas e membranas
celulares sob condicbes de estresse. Os agucares, por exemplo, em situagdes
adversas podem ter sua concentracdo aumentada, auxiliando na manutencao da
turgescéncia celular. Alguns estudos indicam que o conteudo de carboidratos pode
diferir entre plantas da mesma espécie, acusando caracteristicas de cada genotipo
(ZHOU et al., 2017).

A prolina (Figura 3), um aminoacido com funcdo osmorregulatéria e
osmoprotetora para estruturas celulares, pode ainda servir como fonte de energia
em situagdes pos-estresse (YUE et al., 2019). Em situag¢des de estresse térmico, o
aumento desse aminoacido pode contribuir para uma menor sensibilidade ao calor
(GOSAVI et al.,, 2014). Muitos autores tem associado esse aminoacido ao
desempenho de fung¢des fundamentais na regulagéo da integridade de membranas
e proteinas, auxiliando na desintoxicacao por EROs, participando da transducao de
sinal e até servindo como fonte de energia (BENITEZ et al., 2016; DOS SANTOS
et al.,, 2013; YUE et al., 2019).
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Figura 3: Estrutura do aminoacido prolina (CsHsNO2) e do carboidrato sacarose (C12H22011).
Adaptado de Taiz et al. (2017).

5.4 Atividade antioxidante

As plantas desenvolveram mecanismos antioxidantes eficazes que dependem
de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos capazes de remover espécies
reativas de oxigénio tais como oxigénio singleto, superoxido, hidroxila e peréxido
de hidrogénio, que embora possam servir de sinalizadores de vias metabdlicas em
baixas concentragbes, tornam-se toxicas quando acumuladas durante situacdes
estressantes.

Muitos trabalhos ao longo dos anos usam a atividade das enzimas CAT, SOD,
APX, por exemplo, e o conteudo de pigmentos como os carotenoides (via nao
enzimatica), para aferir danos oxidativos nas plantas submetidas a diversos tipos
de fatores estressantes. Durante o estresse térmico, por exemplo, a atividade das
enzimas antioxidantes geralmente aumenta até uma temperatura especifica, caso
o estresse persista além dessa temperatura, sua expressao e atividade comegcam
a cair (HASANUZZAMAN et al., 2013). Entre as enzimas antioxidantes, pode-se
citar a peroxidase do ascorbato (APX), encontrada em cloroplastos, peroxissomos,
mitocéndrias, citosol e apoplasto. Esta enzima catalisa a neutralizagdo do peroxido
de hidrogénio, por meio do consumo de acido ascérbico como um agente redutor
(Tabela 1). Outra enzima importante, a catalase (CAT) é a responsavel pela
desintoxicagdo do peréxido de hidrogénio (Tabela 1), resultando em agua e

oxigénio, nos peroxissomos (TAIZ et al., 2017).
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Tabela 1: Enzimas antioxidantes e suas respectivas rea¢des de neutralizagdo de espécies reativas
de oxigénio.

Enzima Reacio
Ascorbato peroxidase (APX) 2L-ascorbato + H,O, + 2H" — 2 monodesidroascorbato + 2H,O
Catalase (CAT) 2 H202 - 2H 20 + 02

Porém, esses processos possuem um alto consumo energético para producao
de antioxidantes, pigmentos e proteinas/enzimas (LIMA NETO et al., 2017). Outra
via alternativa para evitar o excesso de EROs e dissipar o excesso de energia seria
através do préprio aparato fotossintético por extingao nao fotoquimica (calor), fluxo
ciclico de elétrons (FCE) e drenos de elétrons alternativos, como a fotorrespiracao
(LIMA NETO et al., 2017).

5.5 Fluorescéncia da clorofila a

Em organismos que realizam a fotossintese, a energia luminosa é absorvida
pelos complexos coletores de luz, chamados de complexos antena, que formam
uma complexa rede de pigmentos incorporados a proteinas (fotossistema). Dentro
do fotossistema Il (FSIl), a energia de excitacdo do complexo antena é
eficientemente transferido de um centro de reacao ativo (CR; ou seja, com quinona
A (Qa) oxidada), onde tem inicio a fase fotoquimica, levando a hidrolise da agua, e
reducao de plastoquinonas (PQ-pool). Uma pequena parte da energia de excitagcao
desse sistema é dissipada na forma de fluorescéncia e calor (STIRBET e
GOVINDJEE, 2011).

Todos os componentes a cadeia de elétrons fotossintéticos (Figura 4), e
particularmente os fotossistemas Il (FSIl), sdo muito sensiveis aos estresses
bidticos e abiodticos, e sofrem continuas mudancas estruturais e conformacionais,
para manter a sua funcdo em patamares 6timos em um ambiente em constante
alteragao (YUSUF et al., 2010; ZHANG et al., 2010).

Tendo em vista todos os prejuizos metabdlicos que podem ser causados por
condicbes ambientais, em diversos trabalhos os autores documentaram a
importancia do estudo da fluorescéncia da clorofila a na distingdo da sensibilidade
de gendtipos frente aos estresses (Chen et al., 2016; Kalaiji et al., 2018; Lima Neto
et al., 2015; Maes et al., 2009; Dalberto et al., 2017). Segundo Zhou et al. (2019),
Kalaji et al. (2018) e Martins et al. (2017) ao trabalhar com tomate, cevada e

crambe, respectivamente, foi possivel observar que a cinética das curvas de
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inducao de fluorescéncia da Chl a (OJIP) forneceram informagdes detalhadas sobre
as diferengas existentes entre os gendtipos, principalmente ao analisarem o FSII.

A analise da fluorescéncia da clorofila foi popularizada como um método para
detectar o estresse ambiental nas plantas, incluindo o estresse térmico (CHEN et
al.,, 2016; JAIN et al., 2018; OUKARROUM et al., 2016). Essa técnica esta
relacionada principalmente as fungbes e atividades dos fotossistemas,
frequentemente alterados sob condigdes de estresse ambiental (CHEN et al., 2016;
MATHUR e JAJOO, 2014; SILVA et al., 2017). Com o auxilio do "teste JIP"
(STRASSER et al.,, 2010; STRASSER et al. 2004) foi possivel obter mais
informacdes sobre as condi¢cdes da cadeia de transporte de elétrons (Figura 4)
fotossintéticos sob tipos especificos de estresse, uma vez que permitiu aos
pesquisadores distinguirem o efeito do estresse em fendmenos particulares
envolvidos na absorgéo de luz e sua conversao em energia bioquimica (KALAJI et
al., 2018).

(B)
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Complexo
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Figura 4 — Esquema da cadeia de transporte de elétrons fotossintética. Adaptado de Taiz et al.
(2017).

®

Uma das aplicagbes mais recentes da técnica da fluorescéncia transiente da
clorofila a é o indice de sensibilidade ao calor (ISC), um valor absoluto da inclinagéo
da reta que relaciona a forga motriz total para a fotossintese (LogPiass) (STIRBET
e GOVINDJEE, 2011) e a fluorescéncia relativa no ponto K (Vk) € o que quantifica

a tolerancia das plantas a altas temperaturas, ou seja, na equagéo linear (ax + b),
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o valor absoluto de "a" é o ISC. Quanto menor esse valor, maior a tolerancia das

plantas ao estresse térmico (CHEN et al., 2016).

5.6 A espécie Jatropha curcas L.

A Jatropha curcas L. (pinhdo manso) é uma espécie da familia
Euphorbiaceae, originaria do continente Americano, cujo cultivo vem sendo
disseminado em diversas regides do globo, predominantemente em regides
tropicais (ANDRADE, 2007). Apresenta-se como um arbusto de crescimento rapido,
caducifélio, que pode atingir mais de 5 m de altura (Figura 5A e 5B). Possui floragéao
monadica, ou seja, suas inflorescéncias possuem flores masculinas e femininas
(Figura 5B), e ocasionalmente flores hermafroditas também podem ser observadas.
As flores sdo pediceladas, e dispostas em circulos concéntricos, com uma Unica
flor feminina em posigao central, circundada pelas masculinas (LUCENA et al.,
2014). Os frutos séo do tipo capsula ovoide, com 1,5 a 3,0 cm de didametro,
trilocular, contendo uma semente por léculo (Figuras 5C e 5D). As sementes
medem de 1,5 a 2,0 cm de comprimento e 1,0 a 1,3 cm de largura, representando
entre 53% a 79% do peso do fruto e apresentam teor de éleo variando entre 33%
e 38 % (PERBONI et al., 2015).

Durante anos, pesquisadores em fisiologia e biotecnologia de plantas vém
buscando estratégias para selecionar gendétipos de pinhdo manso (Figura 5) mais
tolerantes ao estresse ambiental, permitindo adaptacdo com bons ganhos
produtivos. O 6leo de J. curcas € utilizado ha anos como matéria-prima para a
producao de tintas e sabao, bem como para lampadas e O6leos lubrificantes
(KUMAR E SHARMA, 2008). Além disso, diferentes partes das plantas desta
espécie contém uma variedade de metabdlitos e compostos bioativos importantes,
0 que chamou muita atencdo para a pesquisa como planta medicinal (LEON-
VILLANUEVA et al., 2018).

No entanto, devido ao fato de a espécie ainda ndo ter gendtipos com
caracteristicas bem definidas, os caracteres morfolégicos, as caracteristicas
fisiolégicas, o teor de oOleo e outros componentes quimicos variam
consideravelmente (DOMICIANO et al., 2018; DRUMOND et al., 2010). A

elucidacdo dessas variacbes € de extrema importdncia para pesquisas em
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melhoramento de plantas, visando a exploragdo econdmica dessa espécie
(LAVIOLA et al., 2017).

Figura 5: Plantas de Jatropha curcas L. cultivadas no campo experimental do
Instituto Federal do Espirito Santo, campus Itapina. A — Vista geral da planta; B —
Inflorescéncia; C — Frutos verdes e amarelos; D — Frutos marrons, secos. Fonte:
arquivo pessoal.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Material vegetal e condi¢bes de cultivo

Para o Experimento 1 (tratamento de choque térmico), estacas de trés
gendtipos de J. curcas (Tabela 2) foram obtidas em agosto de 2016 no campo
experimental do Instituto de Pesquisas do Espirito Santo (IFES, campus Itapina,
ES/Brasil) (19°32'22”S, 40°37'50"W) e plantadas em vasos de 12 L de plastico
contendo uma mistura de solo e areia (2: 1) com 1 planta por vaso em seis
repeticdes (cada planta era uma repeticdo). Todas as plantas foram irrigadas com
auxilio de um sistema de gotejamento automatizado, com vazao de 4 L/h, duas
vezes ao dia (as 05:30 e 18:00h), durante 5 min, o que equivale dizer que as plantas
receberam, aproximadamente, 400mL de agua no inicio da manha e tarde. Além
disso, o solo foi adubado com solugao nutritiva (HOAGLAND; ARNON, 1950), '
forga, 50mL a cada 15 dias, durante os primeiros dois meses de plantio. As plantas
foram cultivadas na area experimental da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES, Vitoria, ES/Brasil) (20°16'S, 40°18'W) em pleno sol no verdo. Plantas
saudaveis com 5 meses de idade foram usadas para promover os experimentos
(Figura 6).

Figura 6: Planta de pinhdo manso aos 5 meses de idade obtida por estaquia. Em destaque, bico de
irrigacdo automatizada. Fonte: Arquivo pessoal.
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Para o Experimento 2 (tratamento de déficit hidrico), realizado em janeiro de
2018, as plantas dos gendtipos (Tabela 2) foram obtidas no mesmo local descrito
anteriormente. As plantas foram colocadas em vasos plasticos de 12 L contendo
uma mistura de solo e areia (2: 1) com 3 estacas por vaso (Figura 7A).

Apos 30 dias do plantio foi realizado o desbaste, restando apenas uma planta
por vaso, sendo 10 plantas por genotipo, ou seja, 10 repeticdes por gendtipo (cada
planta representava uma repeti¢cdo), totalizando 60 plantas. As plantas recebiam
manualmente 400mL de agua duas vezes ao dia, as 08h00min e 18h00min. A
nutricdo das plantas seguiu como ja descrito para o experimento 1.

As plantas foram cultivadas na mesma area experimental a pleno sol por dois
meses até que as estacas rebrotassem (Figura 7B). Apds esse periodo, foram
cultivadas em estufa agricola com temperaturas maximas em tono de 45°C (Figura
11B). Os vasos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado (Figura
7C).

Figura 7 - Estacas de pinhdo manso em vasos de 12 L (A); plantas de pinhdo manso aos 60 DAP
das estacas (B); e plantas de pinhdo manso aos 150 DAP e 90 dias de cultivo em estufa agricola
(C). As setas vermelha e azul indicam planta sob déficit hidrico e condigdo controle,
respectivamente. Fonte: acervo pessoal.

Tabela 2 - Genétipos de Jatropha curcas L. utilizados neste trabalho.

Codigo Cochgo Instltglgao Local de origem
de origem de origem
NEFO05 PRT Instituto Fazenda Tamandua PB
NEF07 INCO1 Incaper ES
NEF10 JFT Instituto Fazenda Tamandua PB
NEF12 IFT02 Instituto Fazenda Tamandua PB
NEF13 IFTO3 Instituto Fazenda Tamandua PB
NEF14 IFT04 Instituto Fazenda Tamandua PB
NEF16 IFT06 Instituto Fazenda Tamandua PB

Fonte: Adaptado de (MEIRELES et al., 2017).
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6.2 Experimento 1 - Tratamento de choque de calor

Trés grupos de seis plantas de cada genétipo foram colocados em uma estufa
elétrica (modelo LUCA-80/1000) e permaneceram por uma hora nas temperaturas
de 36, 45 e 56°C, sendo cada grupo submetido a uma temperatura. Um outro grupo
de cinco plantas de cada gendtipo foi mantido a 28°C e designado como controle.
Todo o experimento foi realizado no escuro para que os fotossistemas estivessem
totalmente oxidados ao término da exposicao ao calor, possibilitando que os dados

de fluorescéncia da clorofila a fossem aferidos 10 min apés a aplicagéo do estresse.
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Figura 9: Plantas de J. curcas em estufa de secagem elétrica apés 1h de estresse térmico nas
temperaturas de 36, 45 e 56°C (A). Detalhe da planta com grampos para medir a fluorescéncia da
clorofila a (B). Fonte: Arquivo pessoal.
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6.3 Experimento 2 — Restrigdo hidrica em plantas cultivadas sob alta temperatura

Dez plantas de cada genotipo foram cultivadas em estufa agricola por 90 dias
sob temperatura maxima em torno de 45°C. Apods esse periodo, cinco plantas de
cada gendtipo foram selecionadas ao acaso e submetidas ao tratamento de
restricdo hidrica por 10 dias, enquanto as outras cinco foram mantidas como
controle. Para evitar a entrada de agua, os vasos das plantas selecionadas para o
tratamento de déficit hidrico foram cobertos com sacos plasticos brancos vedados
na parte superior junto ao caule com filme para vedacgéao, a aproximadamente 5 cm
do solo, enquanto a parte inferior foi aberta para manter a ventilagdo adequada
(Figura 7C).

Apods 10 dias de suspensao da rega (DSR), foram realizadas as medigbes da
fluorescéncia da clorofila a, potencial hidrico e amostras de tecido foliar foram
coletadas e imediatamente congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer sob temperatura de -80°C para analises bioquimicas posteriores. Os
mesmos procedimentos foram realizados depois de 10 dias de reidratacao.

Durante o periodo de cultivo dentro da estufa foram aferidas a radiacao
fotossinteticamente ativa (RFA, umol fétons m s™), temperatura (°C) e umidade
relativa (%) por meio de sensores LI-190SA (Li-Cor, Lincoln, NE) e sonda modelo
HMP-155 da Vaisala® registrados em datalogger (LI-1400 AS, Li-Cor, US), Figura
11A. As temperaturas maximas, minimas e amplitude térmica dentro da estufa
durante o periodo de 10 dias de déficit hidrico foram aferidos com um

termohigrémetro digital modelo TH-01 da Impac (Figura 11B).
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Figura 10: Esquema do experimento de restricdo hidrica em plantas cultivadas sob alta temperatura
(245°C) em estufa agricola.
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foram submetidas a déficit hidrico (B).
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6.4 Fluorescéncia transiente da clorofila a

Apds 10 min do tratamento térmico realizado no escuro, foram realizadas as
medi¢cdes em 6 plantas de cada gendtipo. A cinética do aumento da fluorescéncia
transiente da clorofila foi aferida em folhas jovens totalmente expandidas com um
fluorbmetro portatil, modelo Handy-PEA (Hansatech Instruments, King's Lynn,
Norfolk, Reino Unido) como descrito por Chen et al. (2016). Como todo o
experimento foi realizado no escuro por mais de 40 minutos, admitiu-se que o
sistema de coleta de luz das folhas estava totalmente receptivo, ou seja, os centros
de reacao estavam completamente oxidados (CHEN et al., 2016; KALAJI et al.,
2018). A cinética da fluorescéncia de Chl a foi estimada apds as folhas serem
submetidas a um pulso de luz vermelha saturante (3000 pymol m? s'). As
intensidades de fluorescéncia foram registradas entre 20 ps e 1s, sendo obtidas as
seguintes etapas: O (Fo, fluorescéncia inicial em 20 us), L (150 ps), K (300 us), J (2
ms), | (30 ms ) e P (Fwm, fluorescéncia maxima em ~ 300 ms). Para uma avaliagao
detalhada das fases O-K e O-J, fez-se a normalizagao das curvas transientes como
a fluorescéncia relativa variavel da seguinte forma: Wok= (F1 - Fo) / (Fk - Fo), Wou =
(Ft - Fo) / (Fy - Fo), respectivamente. As diferengas cinéticas foram calculadas a
partir da variavel fluorescéncia relativa, subtraindo-se o transiente das plantas sob
estresse e controle: AWok = [Wok (estresse) - WOK (controle)], AWou = [WoJ(estresse) -
Woucontrole)], revelando a presenga das bandas L e K, respectivamente. A partir das
intensidades de fluorescéncia, os parametros estabelecidos pelo teste JIP (CHEN
et al., 2016; OUKARROUM et al., 2016; STRASSER et al., 2010) foram calculados
e estdo apresentados na Tabela 3 (Apéndices).

Para o experimento 2, foi adicionado o decréscimo relativo de Plass e PlroTaL
dos gendtipos testados, foram calculados como Plretativo = PlcontroLe /
PltraTaMeNTO, € utilizado como uma medida especifica para as inibicdes induzidas
pelo tratamento de déficit hidrico (JEDMOWSKI; BAYRAMOV; BRUGGEMANN,
2014).

Logo apds a coleta de dados da fluorescéncia transiente, trés folhas foram
retiradas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a temperatura de -80°C para a realizacao das analises bioquimicas.

As plantas submetidas ao tratamento térmico de 36°C nao foram amostadas

para as analises bioquimicas levando-se em conta que o pinhdo manso é uma
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espécie bem adaptada a regides quentes, onde temperaturas de 36°C séao
facilmente atingidas.

Todas as analises foram realizadas no Nucleo de Estudos da Fotossintese,
laboratério coordenado pela Profa. Dr2. Diolina Moura Silva, localizado na
Universidade Federal do Espirito Santo, campus de Goiabeiras, Vitéria/ES, prédio

da Botanica/Departamento de Ciéncias Biologicas.

6.5 Iindice de Sensibilidade ao Calor (ISC)

O indice de sensibilidade ao calor (CHEN et al., 2016; OUKARROUM et al.,
2016) corresponde aos valores absolutos de “a” na equagéo linear (ax + b)
originados da relagao entre a forga motriz do indice de desempenho (LogPIABS) e
a fluorescéncia variavel relativa no passo K (Vk) (STRASSER et al., 2010;
STRASSER et al., 2004). Neste trabalho, esses dois parametros foram calculados
previamente com dados de plantas dos mesmos genaétipos expostas a temperatura
ambiente durante o verdo de 2015 (Tmax = 40°C e Tmin = 23°C) verificada com
termoémetro de temperaturas maximas e minimas (Incoterm 5201.03.0.00),
utilizando-se 10 repetigdes por gendtipo. Tais plantas foram obtidas e cultivadas

seguindo o mesmo protocolo que as plantas do atual trabalho.

6.6 Potencial hidrico da folha (Wwg) — Apenas para Experimento 2

Os potenciais hidricos foliares (Wwr) foram medidos aos 10 dias de déficit
hidrico e apds 10 dias de reidratagao sendo coletada 1 folha de cada repeticao dos
gendtipos (5 plantas de cada tratamento) nos periodos de antemanha (04:00 —
05:00 h) e ao meio-dia (12:00 — 13:00 h) com uso de uma camara de pressao do
tipo Scholander (modelo 1000, PMS Instruments, Albany, NY, EUA)
(SCHOLANDER et al., 1965). Os resultados foram expressos em mega Pascal
(MPa) (LIMA NETO, Milton Costa et al., 2015; MENEZES-SILVA et al., 2017).
Quando necessario, 0 excesso de latex extravasado pelo peciolo no momento da
retirada da folha era removido com papel toalha (FALQUETO et al., 2017; MAES et
al., 2009).

Também foi aferido o grau de hidratagao dos tecidos foliares (teor de agua),

determinado de acordo com a formula [(MF-MS) /MF] *100, onde: MF significa
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massa fresca e MS, massa seca. Os resultados foram expressos em porcentagem
(%).
6.7 Extrato etandlico para determinagdo de pigmentos fotossintéticos, antocianinas

e carboidratos soluveis

O extrato para determinar o conteudo de pigmentos fotossintéticos,
antocianinas e carboidratos soluveis foi preparado a partir de 180 mg de folhas
frescas e macerado com 15 mL de etanol 95%, a 8°C. O extrato foi mantido no
escuro (8°C, 48h) com agitacdo esporadica. Posteriormente, o extrato foi

centrifugado a 1450 x g por 20 min e o sobrenadante coletado para analise.

6.8 Conteudo de pigmentos fotossintéticos

Clorofilas (chl) e carotenoides (car) foram quantificados a partir da leitura do
extrato etandlico no espectrofotdbmetro (Genesys 150 Uv-Vis - Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA) nos comprimentos de onda de 470,
648 e 664 nm. As concentragdes de pigmento foram determinadas de acordo com
(LICHTENTHALER; BUSCHMANN, 2001):

Clorofila a = 13,36 * A664 - 5,19 * A648;

Clorofila b = 27,43 * A648 - 8,12 * A664;

Clorofila total = Clorofila a + clorofila b;

Carotenoides = (1000 * A470 - 2,13 * clorofila a - 97,64 * clorofila b) / 209.
Onde:

A470 = absorvancia a 470 nm;

A664 = absorvancia a 664 nm;

A648 = absorvancia a 648 nm.

Os valores foram expressos em mg por grama de massa fresca (mg g' MF).

6.9 Conteudo de antocianinas

O teor de antocianina foliar foi avaliado de acordo com o método de Beggs e
Wellmann (1994), com modificagbes. O extrato etandlico foi misturado com acido
cloridrico (HCI) na proporgdo 100: 1 e mantido no escuro a 8°C por 48h com
agitacao esporadica. As leituras foram medidas a 535 nm em um espectrofotémetro

(Genesys 150 Uv-Vis - Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,



39

EUA). O teor de antocianina foi expresso como absorbancia a 535 nm por grama

de massa fresca (Asss g”' MF).

6.710 Carboidratos soltveis totais, sacarose e agucares redutores

A quantificacdo dos carboidratos soluveis totais seguiu o método fenol-
sulfurico (DUBOIS et al., 1956) usando uma aliquota de 50 uL de extrato etandlico,
450 pL de agua destilada, 500 pyL de fenol 5% e 2,5 mL de acido sulfurico. As
leituras de absorbancia foram feitas em um espectrofotémetro (Genesys 150 Uv-
Vis - Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA) a 490 nm. Foi
realizada uma curva de calibracao utilizando glicose como padrao (de 0 a 50 ug
mL-" de glicose; R? = 0,997), sendo os resultados expressos em miligramas de
glicose por grama de massa fresca (mg de glicose g-' MF).

O conteudo de sacarose foi baseado no método da antrona, conforme descrito
por Riazi et al. (1985), que degrada a redugdo de carboidratos pela agdo do
hidroxido de potassio (KOH). Em um tubo de ensaio foram adicionados 150 pL de
extrato etandlico, 200 yL de agua destilada, 150 uL de solugdo de KOH 54 N e
colocado por 10 minutos a 97°C. Posteriormente, 3,5 mL de solugéo de antrona foi
adicionado ao tubo, que permaneceram por mais 5 minutos a 97°C. Apds o
resfriamento, as amostras foram lidas a 620 nm em um espectrofotdmetro
(Genesys 150 UV-Vis - Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
EUA). Um padrao de sacarose foi utilizado para a curva de calibragéo (de 0 a 50
ug sacarose mL'; R? = 0,974). Os resultados da concentragdo de sacarose foram
expressos em miligramas de sacarose por grama de massa fresca (mg de sacarose
g’ MF).

A estimativa do teor de carboidratos redutores em cada amostra foi realizada
de acordo com Chaves Filho e Stacciarini-Seraphin (2001), subtraindo os valores
de carboidratos soluveis totais daqueles obtidos para a sacarose. Os resultados
foram expressos em miligramas por grama de massa fresca (mg acgucares

redutores g-' MF).

6.11 Extracdo de proteinas para analise de enzimas

Para a extracao proteica, 200 mg de tecido foliar foram moidos em nitrogénio

liquido e homogeneizados em tampao fosfato de potassio (0,1 mol.L-', pH 6,8),
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EDTA dissédico (EDTA-Naz; 0,1 mmol.L"), &cido ascorbico 10 mmol.L" e
polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v). Os extratos homogeneizados foram
centrifugados a 12000 x g por 10 min a 4°C duas vezes. O sobrenadante resultante
foi utilizado para as andlises da cinética das enzimas catalase (CAT) e ascorbato
peroxidase (APX).

6.12 Cinética da enzima Catalase (CAT)

A cinética da enzima CAT foi determinada pela adicao de 20 uL de extrato
enzimatico a 2,9 mL de meio de reagao contendo tampao fosfato de sédio (50
mmol.L-!, pH 7,0) e peroxido de hidrogénio (10 mmol.L-") (AEBI, 1984). As amostras
foram lidas a 240 nm em um espectrofotdmetro (Genesys 150 UV-Vis - Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, EUA). A diminuigdo da absorbancia
foi monitorada por 3 min a 28°C. A atividade enzimatica foi calculada usando o
coeficiente de extingdo molar de 36 mol.L-' cm™ e expresso em pmol H202 min-! g-
T MF.

6.13 Cinética da enzima ascorbato peroxidase (APx)

A atividade da enzima ascorbato peroxidase foi baseada no método descrito
por Nakano e Asada (1981). Uma aliquota de 20 uL do extrato enzimatico foi
misturada com 2,9 mL de meio de reagao consistindo em tampao fosfato de sddio
50 mM (pH 7,0), EDTA dissédico (EDTA-Naz2) 0,1 mmol.L! e &cido ascorbico 0,5
mmol.L-". A reagdo foi iniciada com a adigdo de 0,2 mmol.L"" de H202 e o
decaimento de absorbancia a 290 nm foi monitorado em um espectrofotdmetro
(Genesys 150 UV-Vis - Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts,
EUA) por 3 min a 28°C. A atividade da APX foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 2,8 mmol.L-"' cm™ e a atividade foi expressa como umol

ascorbato min-' g”' MF.

6.74 Conteudo de prolina

O conteudo de prolina foi analisado nos tecidos foliares pelo método da
ninhidrina acida (BATES et al., 1973). Aproximadamente 500 mg de tecido foliar
foram macerados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 10 mL de acido

sulfossalicilico a 3% (p/v). Apés a maceragéao, o conteudo foi colocado em um tubo
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do tipo falcon para processo de centrifugagéo (2600 x g) por 10 min. Em um tubo
de ensaio com tampa foram adicionados 2 mL de extrato sobrenadante, 2 mL de
acido ninidrina (1,25 g ninidrina, 30 mL de acido acético glacial, 20 mL de acido
fosforico) e 2 mL de acido acético glacial. As amostras foram incubadas a 97°C
durante 1 h e a reacéo foi entdo parada com uso de banho de gelo por 5 min. Apos
o banho de gelo, 4 mL de tolueno foram adicionados ao tubo de ensaio e a mistura
foi agitada por 20 s com a ajuda de um agitador de vortice para extragdo completa
da prolina. Apds repouso de 1 minuto para a separacao completa da fase, aspirou-
se 3 mL da fragcdo menos densa (cromoforo) com uma pipeta de vidro para leitura
no espectrofotbmetro a 520 nm (Genesys 150 Uv-Vis - Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, Massachusetts, EUA), utilizando o tolueno como branco. Foi feita
uma curva padrao de prolina para comparar as absorvancias (0 a 30 mg mL"; R? =
0,993). A analise foi realizada em triplicatas com os resultados expressos em

micromol de prolina por grama de massa fresca (umol prolina g-' MF).

6.15 Andlise estatistica

Experimento 1 - O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3 x 4, com seis unidades experimentais por
tratamento (n = 6). Os gendtipos de J. curcas dispdem de trés niveis (NEFO05,
NEF12, NEF16), enquanto o tratamento de temperatura dispde de quatro niveis
(28, 36, 45 e 56°C).

Experimento 2 - O experimento foi analisado em esquema fatorial 6 x 3, com
cinco unidades experimentais por tratamento (n=5). Os gendtipos de J. curcas
dispdem de seis niveis (NEF05, NEF07, NEF10, NEF13, NEF14 e NEF16),
enquanto o tratamento de déficit hidrico dispbe de dois niveis (controle, déficit
hidrico e reidratagao).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e, quando o teste
F foi significativo, foi realizada uma comparagdo de médias pelo teste de Scott-
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. A interagdo entre os niveis também foi
avaliada. O software utilizado para ANOVA e teste de médias foi o InfoStat/Free
versao estudantil 2017d e para a elaboragédo dos gréaficos o software GraphPad

Prism versao 5.03.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 EXPERIMENTO 1: TRATAMENTO DE CHOQUE TERMICO
7.1.2 Fluorescéncia transiente da clorofila a e Indice de sensibilidade ao calor

O indice de sensibilidade ao calor mostrou que os gendtipos NEF05, NEF12
e NEF16 apresentaram valores de 2,7262, 3,2046 e 2,8909, respectivamente
(Figura 12). Esse resultado mostrou que, nos casos de estresse térmico, as plantas
de genotipo NEF05 e NEF16 foram menos afetadas que as plantas NEF12. Ao
interpretar esse indice, pode-se dizer que quanto maior o valor do ISC, maior a
sensibilidade das plantas ao calor. Assim, as adesdes poderiam ser classificadas
em: tolerantes (NEF05 e NEF16) e sensiveis (NEF12).

NEF 05 @®NEF 12 ®NEF 16
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Figura 12: O indice de sensibilidade ao calor (ISC; valor absoluto de a na equagao da linha (ax + b))
de trés genotipos de pinhdo manso. O ISC foi calculado com base nos parametros do teste JIP:
LogPlass e Vk. Cada valor foi obtido a partir de 10 repeticdes.

A vitalidade da planta foi monitorada medindo-se o aumento da cinética de
fluorescéncia da clorofila in vivo nos trés gendétipos de J. curcas analisados e as
diferengas cinéticas das curvas OKLJIP. O aumento na cinética de fluorescéncia

das plantas controle dos trés gendtipos apresentou uma forma tipica na curva O-J-
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I-P. O aumento na cinética de fluorescéncia nas plantas expostas a 36°C nao diferiu
dos respectivos controles (Figura 13).

Para plantas do gendétipo NEF12 tratadas termicamente, o rapido aumento da
fluorescéncia de indugéo perdeu completamente o transiente polifasico OJIP e se
tornou uma linha reta a 45°C (Figura 13C). No entanto, o aumento da fluorescéncia
das plantas NEF05 e NEF 16 ainda manteve a curva polifasica de OJIP a 45°C. Nas
plantas NEF05 e NEF16 foram observadas na curva de aumento de fluorescéncia
OJIP de ambas as plantas que o transiente polifasico estava tendendo a uma linha
reta a 56°C (Figura 13A e 13E). Isto significa que a esta temperatura a atividade
fotossintética foi completamente inibida pelo tratamento térmico. Claramente, a
resposta ao estresse térmico entre os genétipos de J. curcas foi bem diferente.

Ao normalizar a curva OJIP (V1 = (Fr-Fo)/(Fm-Fo)), foi obtida a diferenca
cinética da fluorescéncia transitoria (AVT = VT (tratamento) - VT (controle)), que permitiu
analisar as diferengas em cada curva. Assim, foi possivel observar o aparecimento
de uma banda K nas plantas do gendtipo NEF12 a temperaturas de 45 e 56°C
(Figura 13D), e nas plantas de gendtipo NEFO5 e NEF16 apenas na temperatura
de 56°C (Figura 13B - 13F). As plantas dos dois ultimos genétipos mantiveram um
comportamento cinético muito semelhante as plantas controle nas temperaturas 36
e 45°C.

Através do AVr foi possivel analisar os transientes entre os passos O-J, O-L,
O-K, J-I e I-P. Dentre essas etapas, apenas o genoétipo NEF16 apresentou curva
positiva quando a temperatura foi de 56°C (Figura 13F). As plantas dos gendtipos
NEFO05 e NEF12 apresentaram curvas até o passo J, onde foi possivel observar a
presenca da banda K (Figuras 13B e 13D).

A curva de indugao de fluorescéncia Chl a foi normalizada a partir do passo O
(20 ms) e do passo J (2 ms) pela equagdo Woy = (Fr-Fo) / (Fu-Fo). A diferenca
cinética entre essas curvas (AWoy = Woy (tratamento) - Wou (controle)) fOi mostrada na
Figura 14A-14C, evidenciando o aparecimento da banda K em 0,3 ms. Nas
instalagdes de gendtipo NEF12, a banda K apareceu na temperatura de 45 e 56°C
(Figura 14B), enquanto nas plantas dos genotipos NEF05 e NEF16 ocorreu apenas
na temperatura de 56°C, com valores significativamente maiores do que o gendtipo

intermediario.
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Figura 13: Intensidade da fluorescéncia da clorofila a em plantas de pinhdo manso submetidas a
temperaturas de 28°C (controle), 36°C, 45°C e 56°C. Cada valor é a média de 2 medigbes
independentes, com 6 repeticdes para cada gendtipo em cada temperatura.

Explorando ainda mais esta fase inicial da curva de indugao, os dados entre
0 passo O e o passo K foram normalizados pela equagao Wok = (Fr-Fo) / (Fk-Fo). A
diferenca cinética entre esses pontos evidenciou uma banda L em todas as plantas
estudadas, em aproximadamente 150 us (Figura 14). Novamente, as plantas dos
genotipos NEF12 apresentaram bandas quando submetidas a temperaturas de 45

e 56°C, confirmando que, para esse gendtipo, essas temperaturas sao muito
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estressantes (Figura 14E). As plantas NEF05 e NEF16 apresentaram a banda L
apenas a 56°C (Figura 14D e 14F).

A diferenca cinética entre as curvas de fluorescéncia nos passos I-P (AW
= WP (tratamento) - WP (controle)) fOi mostrada na Figura 16, exibindo a aparéncia da
banda G em aproximadamente 100 ms. No NEF05, a banda G positiva apareceu
naquelas submetidas a temperaturas de 36 e 45°C (Figura 15A), enquanto as
plantas submetidas a 56°C apresentaram curvas negativas, o que significa um bom
uso de energia nas reagoes de oxirreducao de o FSI. Nas plantas de gendtipo ao
NEF12, foram observadas curvas negativas em todos os tratamentos, o que indica
que o FSI dessas plantas ndo foi afetado pelos tratamentos (Figura 15B). No
gendtipo ao NEF16, foram observadas curvas positivas em todos os tratamentos,
0 que mostra que nessas plantas o PSI foi afetado negativamente (Figura 15C).

O teste JIP apresenta-se como uma série de parametros capazes de
expressar o passo-a-passo de cada etapa das curvas OJIP. Sendo assim, o teste
foi utilizado para expor as principais diferengas fotoquimicas entre os genétipos de
J. curcas quanto a sensibilidade ao calor das plantas expostas a altas temperaturas.

Todos os parametros mostraram p-valor significativo ao nivel de 1% de
probabilidade para a interagdo gendtipo x temperatura, exceto a fluorescéncia
variavel no passo K (Vk) que apresentou significancia de 5% e o parametro que
descreve a probabilidade de um éxciton capturado mover um elétron na cadeia de
transporte de elétrons de Qa para Qs (WEo) que nao foi significativo (p-valor =
0,1982), Tabela 4.

Um dos parametros de suma importancia do teste JIP, o indice de
desempenho do FSII (Plass), mostrado na Figura 16, foi utilizado como indicador
de vitalidade das plantas (CHEN et al., 2016). O Plass diminuiu rapidamente quando
as plantas NEF12 foram tratadas a uma temperatura de 45°C, no entanto, as
plantas tolerantes NEF05 e NEF16 mostraram uma rapida diminuicdo na média de
Plass apenas quando tratadas a temperatura de 56°C. A partir dos dados da Figura
16 na posicao de 45°C, o valor da média de Plass das plantas NEF05, NEF12 e
NEF16 foi de cerca de 4,07, 0,63 e 4,09, respectivamente, enquanto as plantas de
controle (28°C) foram de 4,0.
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Tabela 4: ANOVA dos parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a em plantas dos genétipos NEF05, NEF12 e NEF16 de
J. curcas apos tratamento de estresse térmico sob as temperaturas de 28, 36, 45 e 56°C.

p-valor
Fonte de Variagdo
GL Fo Fm CEO RC/ABS oPo ¢Do Plass YE, SRy LogPlass Vk

Tratamento 11 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0081
Gendtipo 2 0,0051 <0,0001 0,0002 <0,0001 0,0140 0,0140 <0,0001 0,0899 0,0019 0,1445 0,1045
Temperatura 3 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001 0,0304
Genotipo*Temperatura 6 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,1982 <0,0001 0,0033 0,0341

Residuo 60

Total 71
CV (%) 20,87 9,71 24,60 11,23 10,01 18,29 23,71 20,63 38,86 257,79 307,39

Tabela 5: Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a analisados em plantas dos genétipos NEF05, NEF12 e NEF16 de J.
curcas apos tratamento de estresse térmico sob as temperaturas de 28 (controle), 36, 45 e 56°C.

NEF05 NEF12 NEF16
Variaveis
28°C 36°C 45°C 56°C 28°C 36°C 45°C 56°C 28°C 36°C 45°C 56°C

Fo 436,20%  4392D%  416,5D% 799 5Cb¢ 422 oDbh 421 ,0P%  561,8P%  1097,58%  423.3Db 4293Dab 416,70 1427 3A
Fm 2558,8"@ 24362/ 2217,58%  1360,0P*  2490,54%¢  2246,38b¢  1294,3P%  1089,8P  2405,74%  2416,5%%@  2296,58%  1789,5¢
CEO 1,001 0,894 0,874 -0,12C% 1,004b¢ 0,884b¢ 0,068 0,24Bb¢ 1,001 0,971 0,944 0,098a¢
RC/ABS 0,534ba 0,504 0,494b¢ 0,04 0,056% 0,524 0,178¢ 0,07¢ 0,58%2 0,541 0,547 0,08¢ad
oPo 0,834 0,821 0,821 0,19%¢ 0,834be 0,814be 0,558 0,26t 0,821 0,821 0,824 0,18Ca¢
(PDO 0’17Cbzr 0,18Cbc 0’18Cbb 0,81Aba 0,17Cazr 0,19Cac 0,458ab 0’74Aaa 0,18Cbc 0,18Cbc 0’18Cbb 0782Aba
Plaps 3,73M@  3,98Ma  4.07M 0268 4,01%  3,94A (638 0,035 423Ma 37N 4000 0,01P
YEo 0,59« 0,63A 0,650 047M  0,59M  0,63M 0,68 0,345 0,60% 059N 0,63 0,245
3Ry 0345 0,50%  0,50% 0954 032 040  075%  050%  036% 039  048% 0,33

*|etras iguais na mesma linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0.05). Letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Scott-
Knott (p> 0,05). Letras maiusculas comparam a interagéo entre os genotipos e as temperaturas; as letras mintsculas comparam diferengas entre os
genotipos e as letras em italico comparam as diferengas entre as temperaturas.
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Figura 14: Respostas das bandas K e L das plantas de trés gendtipos de pinhdo manso ao
tratamento térmico. A-C - Diferengas cinéticas da fluorescéncia variavel relativa entre O-J (AWoy =
AWoy (tratamento)) - (AWou (controle)); DF - Diferengas cinéticas da fluorescéncia da variavel relativa entre
as etapas OK, mostrando a aparéncia da banda L (AWok = (AWok (tratamento)) - (AWoK (controle)). AS
médias de 2 medigbes independentes com 6 repeticbes para cada genoétipo em cada temperatura
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Figura 15: Bandas G em plantas de trés genétipos de pinhdo manso ao tratamento térmico. A-C -
Diferengas cinéticas da fluorescéncia variavel relativa entre I-P (AWip = AWip (ratamento)) - (AWip
(controle)). As médias s&o referentes a 2 medigdes independentes com 6 repeti¢des para cada gendtipo
em cada temperatura.
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Figura 16: indice de desempenho do fotossistema Il, Plass, de trés genétipos de J. curcas (NEFO05,
NEF12, NEF16) submetidos as temperaturas de 28°C (controle), 36°C, 45°C e 56°C. Os dados
representam as médias de 2 medi¢des independentes, com 6 repeticdes para cada gendtipo a cada
temperatura testada. As barras representam o erro padrdo da média. (*) indica diferencga significativa
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).

A Figura 17 apresenta os dados de alguns parametros do teste JIP que
podem contribuir para o estudo dos efeitos que o estresse térmico causado nas
plantas de J. curcas, uma vez que o teste JIP combina paradmetros que ajudam a
entender as modificagdes encontradas na curva inducido de fluorescéncia Chl a.
Pode-se observar na Figura 17A que na fragéo de centros de evolugao do oxigénio
(CEO) nas plantas consideradas sensiveis houve um grande declinio, passando de
1,0 a 28°C, atingindo 0,06 a 45°C. Porém, com a temperatura de 56°C, enquanto
as plantas de NEF05 apresentaram queda significativa atingindo valores de -0,12,
os genodtipos NEF12 e NEF16 ndo diferiram nessa temperatura. O mesmo
comportamento foi mostrado com os dados RC/ABS, Figura 17B. Para este
parametro, no entanto, os dados sao os mesmos a temperatura de 56°C. Na Figura
17C, o parametro Fo mostrou que até 45°C, as plantas do gendtipo sensivel, NEF12
e as plantas de gendtipo tolerantes ao calor, NEFO5 e NEF16, tém os mesmos
resultados, mas a 56°C os resultados do NEF05 e as plantas NEF12 ndo mostram
diferenca significativa, sendo menores que os resultados das plantas NEF16.

Seguindo o mesmo padrao, a eficiéncia quantica maxima das reagdes
fotoquimicas primarias de FSIl (9Po) nas plantas NEF12 n&o diferiu
significativamente dos outros genadtipos a 28°C (controle) e 36°C, mas diminuiu de
forma significativa de 0,83 a 28°C para 0,55 a 45°C, e 0,26 a 56°C. Nao houve
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diferenga significativa entre as plantas dos trés gendtipos a 56°C, todas elas
apresentaram os menores valores médios (Figura 17D e Tabela 5).

Adicionando a esses resultados o parametro ¢Do (Figura 17E), foi possivel
observar que os gendtipos mais tolerantes transportaram e utilizaram a energia
capturada com mais eficiéncia, uma vez que apresentaram menor dissipacao de
energia. O gendtipo NEF12 foi o que mais dissipou energia a 45°C, o que pode ser
visto como uma forma de tentar preservar o aparato fotoquimico.

Com o objetivo de aprofundar o conhecimento sobre a cadeia de transporte
de elétrons das plantas dos gendtipos selecionados da pinhdo manso, foram
analisados os parametros WEo, que trata da eficiéncia das reag¢des de reducao de
oxigénio no intersistema, e o parametro 8Ro, que expressa a eficiéncia das reagbes
de oxirreducéo do aceptor de elétrons do intersistema com os aceptores de elétrons
finais do fotossistema | (FSI). Na Figura 17F, as maiores eficiéncias WEo foram
encontradas nas plantas de NEF05 e NEF12 sob a temperatura de 45°C. Nao
houve diferenca estatistica entre as plantas dos trés gendétipos nas temperaturas
de 28 e 36°C, enquanto na temperatura de 56°C, todas as plantas apresentaram
os menores valores de WEo.

Analisando a eficiéncia das reag¢des FSI, Figura 17G, as plantas do gendtipo
NEFO05 apresentaram os maiores valores quando submetidas a uma temperatura
de 56°C, seguidas pelas plantas de gendtipo NEF12 sob uma temperatura de 45°C.
Entretanto, as menores eficiéncias foram encontradas nas plantas submetidas as
temperaturas mais amenas de 28 e 36°C.

Observou-se uma diminuigdo na fluorescéncia maxima, Fv, a medida que a
temperatura foi aumentada (Figura 17H). As plantas dos gendtipos NEF12
apresentaram uma diminuicdo nos valores deste parametro a partir da temperatura
de 36°C. As plantas de NEF05 e NEF16 apresentaram uma diminuigao significativa
da Fm na temperatura de 56°C.

Apds o tratamento com calor artificial nas temperaturas de 45 e 56°C, todas
as plantas foram deixadas com as folhas muito comprometidas que cairam,
aproximadamente, 5 dias apés o tratamento. No entanto, as plantas de todos os
gendtipos apresentaram folhas jovens completamente expandidas 30 dias apds o

término do tratamento (Figura 18).
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Figura 17: Efeito do tratamento térmico em alguns parametros do teste JIP realizado em plantas de
trés gendtipos de pinhdo manso. A- Fragdo dos centros de evolu¢cdo do oxigénio (CEO). B- O
rendimento quantico de PSIl (¢Po). C- Fluxo de absorgédo por segao transversal (ABS/SCo). D-
Rendimento de dissipagéo de energia quantica (¢Do). Densidade dos centros de reagéo ativos
(RC/ABS). F- Probabilidade de um éxciton capturado mover um elétron na cadeia de transporte de
elétrons de Qa para Qs (WEo). G- Eficiéncia da oxirredugdo dos receptores de elétrons do
intersistema para os aceptores finais de elétrons do FSI (8Ro). H- Intensidade maxima de
fluorescéncia (Fm). Cada valor € a média de 2 medigdes independentes, com 6 repeticées para cada
gendtipo em cada temperatura.
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i G
Figura 18: Plantas dos gendtipos NEF05, NEF12 e NEF16 de J. curcas cinco dias apos o tratamento
térmico de 45°C (A) e 56°C (B).

/NEF05 277/ NEF16

7.1.3 Conteudo de prolina

Os valores de prolina mostraram significAncia ao nivel de 1% de
probabilidade tanto entre os gendtipos, quanto na interagdo genétipo x temperatura
(Tabela 6). O teor de prolina (Figura 19) aumentou nas plantas dos gendtipos
NEF05, NEF12 e NEF16 a medida que a temperatura aumentou. Houve uma
diferenca estatistica no conteudo de prolina entre as plantas de controle (28°C) dos
trés genotipos (Figura 19). As plantas controle de NEF12 (4,6 pumol.g' MF)
apresentaram quantidade maior de prolina do que as plantas NEF05 e NEF16 (2,80
e 3,88 uymol.g' MF). As plantas submetidas a 45°C apresentaram aumento no
conteudo de prolina em relagéo as plantas controle e diferiram entre os gendtipos.

O grupo de plantas submetidas a 56°C apresentou os maiores valores de
conteudo de prolina, com diferengas significativas entre os gendtipos. As plantas

NEF12 apresentaram os maiores valores registrados, com média de 14,20 pmol g
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" MF, o que corresponde a um valor 209% maior que as plantas controle, seguido
pelo gendtipo NEFO05 cujas plantas apresentaram 11,85 umol g™' MF (322% maior
que a grupo de controle). No entanto, as plantas NEF16 ndo apresentaram
diferenga significativa entre os grupos submetidos a 45°C e o grupo submetido a
56°C. Nesse genotipo, as plantas submetidas a 45 e 56°C apresentaram aumento

de 57,37% e 79,43%, respectivamente, em relagao ao controle (Figura 19).

Tabela 06: ANOVA dos parametros bioquimicos em plantas dos genoétipos NEF05,
NEF12 e NEF16 de J. curcas apos tratamento de estresse térmico sob as
temperaturas de 28, 45 e 56°C.

p-valor
Fonte de Variagao GL PRO APX CAT AST SAC AR
Tratamento 8 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Genotipo 2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Temperatura 2 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Genotipo*Temperatura 4 <0,0001 <0,0001 0,0054 0,0006 0,0107 <0,0001
Residuo 18
Total 26
CV (%) 13,27 13,47 12,61 3,78 5,62 7,12

Pro: prolina; APX: peroxidase; CAT: catalase; AST: agucares soluveis totais; SAC: sacarose; AR:
agucares redutores. (n=3)
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Figura 19: Teor de prolina em plantas de trés gendtipos de pinhdo manso (NEF05, NEF12, NEF16)
submetidas a estresse térmico por uma hora a 45 e 56°C. As plantas controle foram mantidas a
28°C. Cada valor corresponde a média de 2 medi¢des independentes, com 3 repeticdes para cada
gendtipo em cada temperatura. Letras iguais ndo séo significativamente diferentes pelo teste de
Scott-Knott (p> 0,05). Letras maiusculas comparam a interagdo entre os gendtipos e as
temperaturas; as letras minusculas comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico
comparam as diferencas entre as temperaturas.



54

7.1.4 Conteudo de acgucares

Todos os teores de agucares aqui estudados apresentaram resultados
significantes ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott em todos os
fatores de variacado: gendtipos, temperaturas e interagdo genétipo x temperatura,
Tabela 6.

O teor total de carboidratos soluveis foi maior nas plantas controle NEF05 e
nos gendtipos NEF05 e NEF12 a 56°C (82,7, 81,9 e 83,2 mg g' MF,
respectivamente), Figura 20A. A 45°C, os valores mais altos foram encontrados nas
plantas de gendtipo NEF05, que apresentaram valores semelhantes ao grupo
controle do gendtipo NEF12 (73,1 e 78,1 mg g MF, respectivamente). As plantas
submetidas a essa temperatura ndo apresentaram diferenca significativa entre os
gendtipos NEF12 e NEF16. As plantas de controle NEF16 apresentaram os
menores valores de carboidratos soluveis totais, e as plantas submetidas a 45°C
nao diferiram das plantas de controle, com um aumento desses valores apenas no
grupo submetido a 56°C (Figura 20A).

Em relacéo ao teor de sacarose, os maiores valores foram encontrados nas
plantas do grupo controle do gendtipo NEF05 (66,6 mg g MF). As plantas do grupo
controle de NEF12 e NEF16 nado diferiram (51,7 e 53,9 mg g' MF,
respectivamente). Em todos os gendtipos, as plantas submetidas a 45°C nao
apresentaram diferenca significativa e no gendtipo NEF16 obtiveram médias
semelhantes as plantas submetidas a 56°C. Ja no gendtipo NEF12, ndo houve
diferenga significativa entre as plantas controle e a 56°C. As plantas controle de
NEFO05 e NEF12 nao diferiram (Figura 20B).

Analisando o teor de agucares redutores (Figura 20C), os maiores valores
foram encontrados nas plantas submetidas a 56°C do genoétipo NEF12 (32,8 mg g
' MF), seguidas pelas plantas de gendtipo NEF05 submetidas a mesma
temperatura (28,5 mg g MF). Entre as plantas de controle, foi observado que o
maior teor desses agucares foi encontrado no gendtipo ao NEF12, seguido pelo
gendtipo NEFO05 e depois do gendtipo NEF16 com diferengas significativas (16,1,
26,4, 10,3 mg g MF, respectivamente). No gendtipo NEF05, observou-se que, a
medida que a temperatura aumentava, havia um aumento significativo no teor de

acgucares redutores.
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Figura 20: Efeito do estresse térmico no teor de agucares soluveis totais (A), no teor de sacarose
(B) e no teor de agucares redutores (C) em plantas de trés gendtipos de pinhao manso (NEFO05,
NEF12, NEF16) submetidos ao tratamento de choque térmico por 1 hora a 45 e 56°C. Cada valor é
a média de 2 medigbes independentes, com 3 repeticdes para cada gendtipo em cada temperatura.
Letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). Letras
maiusculas comparam a interagcdo entre os genétipos e as temperaturas; as letras minusculas
comparam diferengas entre os gendtipos; as letras em italico comparam as diferengas entre as
temperaturas.
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O mesmo padrao pbde ser observado para as plantas do gendtipo NEF16,
mas com valores significativamente mais baixos. Esse padrdao nao pdde ser
observado nas plantas NEF12, onde houve uma diminuicdo no teor dos acgucares
redutores nas plantas sujeitas a 45°C. No entanto, vale ressaltar que em todos os
gendtipos, nas plantas expostas a temperatura mais estressante (56°C), foi
observado um aumento significativo no conteudo de agucares redutores em

comparagao ao conteudo encontrado nas plantas do grupo controle.

7.1.5 Conteudo de pigmentos fotossintéticos e antocianinas

Quanto ao teor de clorofila a, as plantas NEF05 apresentaram aumento de
aproximadamente 32% quando submetidas aos tratamentos a 45 e 56°C (Tabela
7). As plantas de controle NEF12 apresentaram valores médios de 0,72 mg g™' MF.
As plantas submetidas a 45°C nao apresentaram diferenga significativa das plantas
controle, enquanto as de 56°C apresentaram médias de 0,36 mg g-' MF, diminuigéo
significativa de 50% no teor de clorofila a. Nas plantas NEF16, ndo houve diferenga
significativa entre as plantas submetidas a tratamentos térmicos e o grupo controle.

As plantas de NEF05 aumentaram em aproximadamente 34% o teor de
clorofila b quando submetidas aos tratamentos a 45 e 56°C. As plantas de controle
NEF12 apresentaram valores médios de 0,22 mg g™' MF. Os individuos submetidos
a 45°C nao apresentaram diferencga significativa das plantas controle, enquanto
aqueles a 56°C apresentaram médias de 0,09 mg g' MF, queda significativa de
56,4% no teor de clorofila b. Nas plantas NEF16, ndo houve diferencga significativa
entre o grupo controle e as submetidas a 45°C, mas as plantas submetidas ao
tratamento térmico mais severo apresentaram uma reducgao de 25,8% em relagéo
ao grupo controle.

As plantas de gendtipo NEFO5 apresentaram um aumento de 17,3% e 24%
no conteudo de pigmentos carotenoides quando submetidas a tratamentos a 45 e
56°C, respectivamente. As plantas de controle de gendtipo NEF12 apresentaram
valores médios de 0,16 mg g' MF. As plantas submetidas a 45 e 56°C
apresentaram meédias de 0,14 e 0,11 mg g-1 FM, respectivamente, diminuigéo
significativa de 12 e 32% no conteudo de pigmentos carotenoides. Nas plantas
NEF16, ndo houve diferenga significativa entre as plantas do grupo controle e as

submetidas aos tratamentos a 45 e 56°C (Tabela 7).
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Em relagdo ao teor de antocianina, o NEF05 apresentou um aumento de
39,23% e 71,95% nos tratamentos a 45 e 56°C, respectivamente, em comparagao
ao grupo controle. As plantas de NEF12 apresentaram uma diminui¢cao de 17,7%
no teor de antocianina no tratamento a 45°C, no entanto, as plantas do tratamento
56°C apresentaram um aumento de 50,7%. Por outro lado, as plantas NEF16
apresentaram menor teor de antocianina com o aumento da temperatura. As
plantas submetidas a 45 e 56°C apresentaram uma diminuicdo de

aproximadamente 13% quando comparadas as plantas controle.
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Tabela 7: Teor de pigmentos fotossintéticos e antocianinas em plantas dos genétipos NEF05, NEF12 e NEF16 de J. curcas
submetidas as temperaturas de 28, 45 e 56°C.

Genétipos Tempoeratura Ch} a Ch} b Chl _tlotal Chl /b Carote_:}loides Antocizglinas
(W9 (mg g~ MF) (mg g~ MF) (mg g~ MF) (mg g~ FM) (AS35 g” MF)

28 0,53+0,03 Bba  0,1740,01 Cba  0,69+0,03 Cba  3,18+0,10 Bbb  0,15+0,01 Baa 1,06+0,03 Ebb

NEF05 45 0,71£0,03 Abg ~ 0,23%0,00Bba  0,95+0,03Bba 3 05+0,18 Bbb  0,18+0,01 Aaa  1,47+0,01 Dbb
56 0,68+0,03 Abs 021001 Bbb  0,89£0,04 Bbb  32310,03Bba  0,19+0,01 Aaa 1,82+0,07 Bba

28 0,7240,01 Aca  0,22+0,02Bca  0,94+0,03Bca 3351021 Bab  0,16+0,01 Aba 1,42+0,05 Cab

NEF12 45 0,63+0,03 Aca  0,20+0,01 Bca  0,83+0,04 Bca 3 10+0,02 Bab  0,14+0,01 Bba 1,17+0,08 Eab
56 0,36£0,03 Cchr  0,09+0,01 Db (0 46+0,04 Deh  3,82+0,14 Aaa  0,11+0,01 Bba 2,15+0,06 Aaa

28 0,80+0,03 Aaa  0,28+0,01 Aag  1,09+0,03 Aaa  2,84+0,02 Bbb  0,18+0,01 Aaa 1,63+0,05 Cbb

NEF16 45 0,76+0,02 Aaa  024+0,01 Aag  1,00£0,02 Aaa  3,09+0,05Bbbs  0,19+0,00 Aaa 1,44+0,04 Dbb
56 0,70+0,05 Aab ~ 0.21£0,01 Bab  091+0,05Bab  3,31£0,15Bba  0,17+0,02 Aaa 1,38+0,04 Dba

Os valores sdo medias + erro padréo. Letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). Letras mailsculas comparam a
interagao entre os gendtipos e as temperaturas; as letras mindsculas comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico comparam as diferengas
entre as temperaturas.
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7.1.6 Atividade enzimatica

O tratamento de calor mostrou forte significAncia sobre a atividade
enzimatica (Tabela 6). Tanto a enzima catalase quanto a peroxidase do ascorbato
apresentaram respostas significativas ao nivel de 1% de probabilidade em resposta
aos fatores de variagao.

Em relacdo a atividade da enzima catalase (CAT), foram observadas
diferengas significativas entre os genodtipos. Plantas do gendtipo NEF05
submetidas aos tratamentos de 45 e 56°C ndo diferiram uma da outra, mas
apresentaram duas vezes mais atividade da CAT (0,152 e 0,155 umol H202 min™’
mg~' MF, respectivamente) quando comparadas as plantas controle (0,075 umol
H202 min' mg~' MF), Figura 21A.

As plantas NEF12 mostraram um aumento na atividade de CAT a medida
que a temperatura aumentou. No tratamento de 45°C, observou-se um aumento de
155% na atividade dessa enzima, enquanto no tratamento a 56°C, o aumento foi
de 221%, quando comparado ao controle (0,093 pmol H202 min' mg' MF). Ja as
plantas do gendtipo ao NEF16 apresentaram comportamento semelhante ao das
plantas do gendétipo ao NEF12, com um aumento gradual da atividade enzimatica
de acordo com a temperatura. Observou-se que as plantas submetidas a 45°C e
56°C apresentaram aumento de 374% e 334%, respectivamente, em relagao as
plantas controle. Dentre todos os gendtipos, as plantas de gendtipo ao NEF12
apresentaram a maior atividade da enzima CAT no tratamento a 56°C (Figura 21A).

Houve uma diferenga significativa na atividade da enzima peroxidase do
ascorbato (APX) nos gendtipos NEF05, NEF12 e NEF16 em relagdo aos
tratamentos térmicos. Uma tendéncia semelhante foi observada entre as plantas
dos genotipos NEF0O5 e NEF16, uma vez que essas plantas nao diferiram
significativamente entre as plantas controle e as submetidas a 45°C, porém
apresentaram um aumento de 254% e 437%, respectivamente, quando
comparadas as plantas do grupo controle. Enquanto as plantas de gendtipo NEF12
no grupo submetido a 45°C apresentaram uma diminuigao de 54% na atividade de
APX, naquelas no grupo submetido a tratamento a 56°C, um aumento de 418% foi
observado quando comparado ao grupo controle. Observou-se que entre os
gendtipos, NEF12 foi o que apresentou a maior atividade enzimatica no tratamento

de calor mais severo (Figura 21B).
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Figura 21: Efeito do estresse térmico na atividade das enzimas (A) catalase (CAT) e (B) ascorbato
peroxidase (APX) em plantas de trés gendtipos de noz (NEF05, NEF12, NEF16), submetidas ao
calor por 1 hora a temperaturas 28°C (controle), 45°C e 56°C. Cada valor € uma média de 2
medic¢des independentes, com 3 repeticdes para cada genoétipo a cada temperatura. Letras iguais
ndo sdo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). Letras mailsculas
comparam a interagdo entre os gendtipos e as temperaturas; as letras minusculas comparam
diferengas entre os gendétipos e as letras em italico comparam as diferengas entre as temperaturas.
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O indice de sensibilidade ao calor é uma ferramenta que ajuda a distinguir
diferentes grupos de plantas de acordo com a capacidade dessas plantas de
suportar altas temperaturas (CHEN et al., 2016). No artigo citado acima, os autores
determinaram o HSI estudando a fluorescéncia transitoria da clorofila a em plantas
de quatro populacdes de croftonweed coletadas no sul da india. Ao final do estudo,
os autores concluem que a forga motriz total para a fotossintese (LogPlass) e a
dissociagcao do complexo evolutivo de oxigénio (Vk) (OUKARROUM et al., 2016)
sdo parametros que, quando correlacionados, podem garantir a separagado das
plantas indicando aquelas que sdo mais sensiveis, intermediarias e tolerantes ao
calor. No presente trabalho, utilizando o ISC, observou-se que plantas de diferentes
gendtipos de J. curcas também podem ser separadas por esse método. Os
resultados do ISC foram verificados através da analise das curvas OJIP e dos
parametros do teste JIP.

O estresse térmico desestabiliza o FSII devido a alteragbes nas membranas
tilacéides e a liberacdo do ion Mn das proteinas estabilizadoras de manganés
(cluster Mn) no centro de reacao do FSII, o que leva a uma menor taxa de transporte
de elétrons e a um tempo maior para atingir a intensidade maxima de fluorescéncia
(JAIN et al., 2018). A banda K evidenciada na fase O-J (AWou) da diferenga cinética
entre as curvas transitorias foi demonstrada pelas plantas de todos os gendtipos.
Essa fase do J-O indica o fechamento do PSIl devido a reducdo do controle de
qualidade e o aparecimento da banda K em cerca de 0,3 ms (STIRBET e
GOVINDJEE, 2011) mostrou que houve mudangas significativas em relagdo ao
lado doador de FSII na CTE fotossintéticadessas plantas quando expostas a altas
temperaturas (JAIN et al., 2018). O valor do pico K foi relatado em trabalho anterior
como um indicador de calor em relagdo a resposta da planta a alta temperatura
(CHEN et al., 2016; JAIN; SINGH; PANDEY; RAMYA; SINGH; PRABHU, 2018;
OUKARROUM; EL MADIDI; STRASSER, 2016; OUKARROUM; GOLTSEV;
STRASSER, 2013).. A banda L foi visualizada na diferenga cinética das curvas
transitérias na fase O-K (AWok) de todos os gendtipos, mostrando menor
conectividade entre as diferentes unidades PSIl sob estresse de temperatura. O
componente mais sensivel ao estresse de alta temperatura no aparelho
fotossintético € o FSII, cuja desestabilizagdo se torna um fator limitante para a

fotossintese (ZHOU, R. et al., 2017) e, consequentemente, leva a uma redugéo nas
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taxas de assimilacido de CO2 e um aumento na producao de EROs que inibem o
reparo de FSII (TAN et al., 2020).

A auséncia da fase J-I nas plantas tolerantes (NEF05 e NEF16), observadas
a temperatura de 56°C, e nas plantas sensiveis (NEF12) a 45°C, demonstrou a
incapacidade de reduzir os aceptores de elétrons Qs, plastoquinona e citocromo bef
nestas plantas sob estresse térmico.

A cadeia de transporte de elétrons foi significativamente afetada pelo estresse
térmico ao qual as plantas de gendétipo de J. curcas foram submetidas. O aumento
de Fo e a diminui¢gdo da Fm foram observados nas curvas OJIP de 45°C nas plantas
sensiveis e 56°C nas plantas tolerantes. O aumento de Fo foi atribuido a separacao
fisica do FSIl dos complexos de pigmentos associados (antenas) (OUKARROUM
et al,, 2016; STIRBET e GOVINDJEE, 2011).

A avaliacdo da resposta dos diferentes gendtipos ao CEO mostrou uma
diminuicao significativa observada a 45°C nas plantas NEF12 e a 56°C nas plantas
NEF05 e NEF16. A consequéncia da destruicdo do complexo de evolugao do
oxigénio foi a inibicdo da cadeia fotossintética de transporte de elétrons
(OUKARROUM et al., 2016; STRASSER et al., 2004).

O aumento significativo da fluorescéncia variavel em relagao a 0,3 ms (banda
K), a diminuicdo da densidade do centro de reagao ativo (RC/ABS), a diminui¢cao
da eficiéncia quéantica do PSII (¢Po) e a diminuigado da probabilidade de um éxciton
capturado se mover o elétron apos o QA- (WEo) sugere que o centro de reagao do
lado doador e do receptor de PSII foi significativamente inibido e que a estabilidade
térmica do mecanismo fotossintético foi reduzida. Observagcées semelhantes foram
feitas em folhas senescentes de Vitis vinifera L. cv. Red Globe que sofreu estresse
térmico de curto prazo (ZHANG et al., 2018).

Corroborando com os resultados encontrados, temos o parametro ¢Do, que
aumentou enquanto os parametros de eficiéncia fotoquimica decairam. A reducéao
dos centros de reagao ativos pode ter sido a causada pela transformacao da
energia de excitagcao em calor; portanto, os RCs, em vez de encaminhar os éxcitons
para a plastoquinona, dissipam toda a energia retida como calor (JAIN; SINGH,;
PANDEY; RAMYA; SINGH; PRABHU, 2018).

Além da diminuicdo nos parametros acima, também foi observada a
diminui¢do no indice de desempenho do FSII (Plass). O Plass € uma expressao

multiparamétrica e foi amplamente utilizado para identificar a vitalidade da planta
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exposta ao estresse ambiental e leva em consideragdo as principais etapas
funcionais: a densidade dos centros de reagao ativos pela clorofila (RC/ABS), a
razao do rendimento quantico taxa de FSII (¢Po / (1-¢Po); termo conformacional) e
a eficiéncia da conversao de energia de excitagdo no transporte de elétrons em
direcdo ao pool de plastoquinona (WEo/(1-WEo) (STRASSER et al., 2004). Varios
estudos apontam que o Plass € um indicador muito sensivel do estado fisiolégico
das plantas submetidas a estresse ambiental (Oukarroum et al., 2013, 2016). Neste
estudo, houve uma clara diferenciagcéo entre os genétipos mais sensiveis e menos
sensiveis desse parametro.

Alteractes na fase |-P (banda G) que se referem a reducao de transportadores
de elétrons, como a ferredoxina e o NADP, presentes no final da cadeia de
transporte de elétrons no PSI e no parametro 6Ro, que quantifica a eficiéncia dessas
reacdes, mostraram que houve um aumento dessa eficiéncia nas plantas de
gendtipo NEF05 e NEF12 submetidas, respectivamente, a temperaturas de 56°C e
45°C. Resultado semelhante foi encontrado por Chen et al. (2016) ao analisar a
fase IP em gendtipos de trigo submetidos ao estresse térmico, os autores
concluiram que o aumento da atividade do FSI nao é a verdadeira razao pela qual
as plantas desenvolvem tolerancia ao estresse térmico, pois, embora o estresse
térmico tenha consequéncias negativas no FSI, os efeitos da alta temperatura no
FSIl sdo mais visiveis (KALAJI et al.,, 2018) devido a sua maior sensibilidade
(OUKARROUM et al., 2016).

O aumento gradual da temperatura foi acompanhado pelo acumulo de prolina
em plantas estressadas, indicando que esse aminoacido esta fortemente associado
a capacidade das plantas de tolerar o calor. De acordo com Gosavi et al. (2014), a
prolina acumulada sob condicdo de estresse térmico pode atuar como um
osmoprotetor em resposta ao estresse térmico, evitando a dessecacéo e ajudando
a manter a integridade das membranas citoplasmaticas. Os mesmos autores
encontraram um aumento percentual no conteudo de prolina sob tratamento com
estresse térmico nos gendtipos de sorgo tolerantes a seca, seguidos pelos
gendtipos selvagens e suscetiveis.

Embora o genétipo ao NEF12 tenha sido classificado como o mais sensivel
ao estresse térmico pelo HSI, o acumulo de prolina foi mais expressivo nas plantas
desse gendtipo, tanto nas condigdes de controle quanto nos tratamentos de

temperatura de 45°C e 56°C. Assim, a quantidade de prolina acumulada nos
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tratamentos de temperatura parece nao afetar a integridade do FSII, no entanto, ao
analisar os resultados nas curvas de diferenca da fluorescéncia variavel entre as
etapas IP (AWr), que indica a redugao da taxa de ferredoxina (KALAJI et al., 2018)
e a eficiéncia de oxidagédo dos aceptores finais de elétrons do FSI (6Ro), pode-se
verificar que o gendtipo ao NEF12 apresentou bandas G negativas € um valor
médio de dRo de 0,6, indicativo de que o fluxo de elétrons no FSI permaneceu ativo
mesmo com os resultados verificados no PSII sob altas temperaturas. Segundo
Oukarroum et al. (2013) o estresse térmico moderado, em torno de 40°C, aumenta
a atividade do FSI e é capaz de acelerar sua oxidacdo em plantas sujeitas a até
50°C.

Quanto aos gendtipos considerados menos sensiveis ao calor pelo ISC, o
gendtipo ao NEF05 também apresentou uma banda G negativa a 56°C e os maiores
valores de 6Ro (0,95). Enquanto o gendtipo NEF16 mostrou bandas G positivas em
todas as temperaturas, indicando que nas plantas desse genotipo o fluxo de
elétrons nos fotossistemas | e Il foi comprometido pelo tratamento

Esses resultados indicam que os tratamentos térmicos foram suficientes para
causar danos ao FSI em diferentes niveis, dependendo do gendtipo analisado,
podendo-se dizer que nas plantas dos gendtipos de J. curcas L., NEF05, quando
submetidas a condi¢des térmicas estressantes, manteve o fluxo de elétrons ciclico
(fotofosforilagao ciclica), permitindo a oxidacao da ferredoxina e a manutencao da
producao de ATP (JOHNSON, 2011).

Os tratamentos térmicos tiveram efeitos diferentes no conteudo de pigmentos
de cada gendtipo. As clorofilas sdo responsaveis pela conversdo da radiagcao
luminosa em energia, na forma de ATP e NADPH, portanto estdo intimamente
relacionadas a eficiéncia fotossintética e, consequentemente, ao crescimento e
adaptabilidade das plantas a diferentes ambientes. No presente estudo, observou-
se que as plantas do gendtipo NEF05 submetidas a tratamentos a 45 e 56°C
apresentaram maior teor de clorofila a, b e total do que aquelas sob condi¢des de
controle, porém a maior eficiéncia fotoquimica foi encontrada nas plantas de
controle. Esses dados corroboram o trabalho de Kalaji et al. (2012), no qual
sugerem que os niveis de pigmentos ndo expressam a estrutura do aparato
fotossintético nem informam a capacidade fotoquimica das plantas. Além disso,
eles demonstram que, para muitos gendtipos em situagdes especificas, nem

sempre existe uma relagao entre o teor de clorofila e a eficiéncia fotoquimica. Por
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outro lado, esse aumento no teor de clorofila em plantas submetidas a tratamentos
pode estar relacionado a uma tentativa de aclimatagao, uma vez que o estresse
térmico causa a degradagao desses pigmentos, seria uma maneira de manté-los
em niveis aceitaveis para captura e elétrons e o transporte na cadeia fotossintética.
Segundo Pereira Dias e Marenco (2007), as plantas tendem a sintetizar clorofila
para aumentar a captura de fétons e otimizar o estagio fotoquimico da fotossintese
sob condicbes de estresse. Analisando dessa maneira, o gendtipo ao NEFQ5 foi
menos sensivel aos tratamentos térmicos. Essa particularidade de permanecer
verde pode ser um indicador morfolégico para rastrear a tolerancia ao calor, como
mostrado no trigo e no tomate (SHARMA et al., 2014; ZHOU et al., 2017),
corroborando com o ISC. Os gendtipos NEF12 e NEF16 diminuiram o teor de
clorofila sob estresse em 56°C, o que, segundo Wang et al. (2017), geralmente
ocorre devido a inibigdo da biossintese da clorofila quando as plantas séo expostas
ao estresse térmico, uma das causas provaveis sendo a desnaturacédo de enzimas
na via biossintética desse pigmento.

O conteudo de carotenoide foi aumentado nas plantas do genétipo NEF05 e
mantido nos mesmos niveis do conteudo da planta controle para o genétipo NEF16.
Tendo em vista a natureza antioxidante desses pigmentos, é certo considerar, a
partir desses resultados, que, nesses gendtipos, seu aumento se deve a acéo
protetora para manter o potencial fotoquimico, uma vez que o excesso de fotons
absorvidos pelas clorofilas é drenado para carotenoides que os dissipam na forma
de calor, protegendo o PSIl contra possiveis danos oxidativos Pereira Dias and
Marenco (2007).

O tratamento a 45°C promoveu um aumento na concentracédo de antocianinas
nos genotipos a NEF05 e NEF12, com uma diminuicdo nos valores no tratamento
a 56°C. Esses pigmentos nao estdo diretamente ligados as maquinas
fotossintéticas, mas, de forma secundaria na cadeia de transporte de elétrons,
foram apontados seus efeitos fotoprotetores, antioxidantes e osméticos (soluto
compativel) (ALBERTO; BORGES, 2009).

As plantas expostas aos tratamentos térmicos apresentaram as maiores
atividades de CAT e APX, o que permitiu inferir que a produgao de perdxido de
hidrogénio foi maior nos grupos de plantas submetidas ao estresse do que no grupo
controle. Sabe-se que, com o aumento da temperatura, ocorre um aumento na

respiragéo (ZHOU, R. et al., 2017) e a especificidade da enzima RuBisCO para Oz
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em relacdo ao CO2 também aumenta, resultando em aumento da fotorrespiragao
(TAN et al.,, 2020), que requer mais ATP, que deve ser fornecido por fluxos
eletrénicos alternativos, como o fluxo ciclico de elétrons (TAN et al., 2020). O
acumulo de H202 é uma consequéncia do aumento dos processos de respiracao e
fotorrespiragdo que sao auxiliados pela reducédo de agucares. Automaticamente,
durante esses processos, ha também a formacao de espécies reativas de oxigénio,
0 que leva a geracio de mais peroxido de hidrogénio e a uma maior demanda pela
atividade antioxidante das enzimas CAT e APX.

Quanto aos teores de agucares, em trabalho realizado com plantas de tomate
submetidas ao calor (ZHOU, R. et al., 2017), destacaram que o estresse térmico
afeta o teor de agucares soluveis em folhas maduras. Portanto, também podemos
inferir a possivel causa de que os maiores valores de agucares redutores também
sejam encontrados em plantas submetidas ao tratamento a 56°C, uma vez que
esses agucares redutores (por exemplo, glicose, frutose, gliceraldeido, ribose)
participam ativamente do processo de fotorrespiracao e respiracao.

Em niveis moderados de estresse, a fotorrespiracdo e o FEC fotossintética
podem ajudar a proteger o FSI, levando a oxidagdo do P700 (P700%), que suprime
a probabilidade de doacao de elétrons de P700 a O2, diminuindo a producéo de
ERO dentro do FSI (TAN et al., 2020). No entanto, em niveis severos de estresse
(56°C), mesmo com tantos dispositivos bioquimicos, os tecidos foliares das plantas

de J. curcas pereceram.
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7.2 EXPERIMENTO 2: RESTRIGAO HIDRICA EM PLANTAS CULTIVADAS
SOB ALTA TEMPERATURA

7.2.1 Potencial hidrico foliar (Ywr) e teor de agua

Ap0bs os dez dias de suspenséo hidrica (DSR), o potencial hidrico foliar (\Wwr)
medido na antemanha (Figura 22A) foi alterado pelo tratamento de estresse hidrico,
0 que resultou em redugdes significativas de Wwr nas plantas do gendétipo NEF10
(-0,33 MPa), NEF14 (-0,42 MPa) e NEF16 (-0,45 MPa) com relagéo ao controle. As
temperaturas mais elevadas foram registradas entre as 12 e 13h, chegando a
quase 50°C (Figura 11B). O Wwr ao meio dia diferiu apenas no gendtipo NEF16.
Nesse gendtipo, mais uma vez, controle e tratamento nao diferiram e apresentaram
os menores valores (Figura 22B). Curiosamente, plantas controle e tratamento do
gendtipo NEF16 nao apresentaram diferencas significativas tanto no periodo da

antemanha quanto ao meio dia (49/28°C) (Tabela 8).

Tabela 8: ANOVA do potencial hidrico foliar (Wwr) antes do amanhecer (4:00h) e
ao meio dia (12:00h) em plantas de seis gendtipos de pinhdo manso.

L p-valor
Fonte de variagdo GL Wy 4:00h Yyr 12:00h

Tratamento 11 0,0038 0,0075

Condigdo 5 0,0096 0,1238

Acesso 1 0,0017 0,0015

Acesso*condigao 5 0,4329 0,3990
Residuo 24
Total 35

CV (%) 27,27 30,59

O tratamento de 10 DSR em plantas crescidas sob alta temperatura, acima de
45°C (CHEN et al., 2016), afetou significativamente o teor de agua nos gendtipos,
mostrando clara diferenca em comparagao com as plantas controle e reidratadas.
Os gendtipos NEF05 e NEF16 apresentaram o maior conteudo de agua nessa
condicao (74 e 67%, respectivamente). Comparando os tratamentos dentro do
mesmo gendtipo, apenas os genodtipos NEF14 e NEF16 ndo se igualaram as

plantas controle apds 10 dias de reidratagéo (Figura 23, Tabela 9).
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Figura 22 - Potencial hidrico foliar na antemanha (A), potencial hidrico foliar ao meio-dia (B) em seis
genotipos de J. curcas submetidos a restricdo hidrica. Letras iguais ndo sado significativamente
diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). As barras representam o erro padrdo. Letras
maiusculas comparam a interagdo entre os gendtipos e as temperaturas; as letras mindsculas
comparam diferencas entre os gendtipos e as letras em italico comparam as diferengas entre as
temperaturas.
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Figura 23: Teor de agua foliar (C) em seis gendtipos de J. curcas submetidos a restrigcdo hidrica.
Letras iguais ndo sédo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). As barras
representam o erro padrdo. Letras mailsculas comparam a interagdo entre os gendtipos e as

temperaturas; as letras minusculas comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico
comparam as diferengas entre as temperaturas.

Tabela 9: ANOVA do teor de agua foliar (%) em seis gendétipos de J. curcas (NEFO05,
NEFO07, NEF10, NEF13, NEF14, NEF16) submetidos a 10 dias de restricdo hidrica.

p-valor
Fonte de variagdo GL Teor de dgua (%)
Tratamento 17 <0,0001
Condigdo 2 <0,0001
Acesso 5 <0,0001
Acesso*condi¢do 10 <0,0001
Residuo 72
Total 89
CV (%) 1,15

7.2.2 Fluorescéncia da clorofila a e teste JIP

Em relagdo ao controle, na diferenga da cinética das curvas de fluorescéncia
da clorofila (AVT), a caracteristica mais evidente foi um aumento no nivel de
fluorescéncia entre os passos J-l em todas as plantas cultivadas sob alta

temperatura e submetidas a restrigao hidrica (Figura 24A a 24F). Apds o periodo
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de 10 dias de reidratagcado o genétipo NEF10 apresentou valores positivos entre as
etapas O-l (Figura 24A), em NEF13 esses valores foram observados entre as
etapas J-1 (Figura 5C) e em NEF16 entre os passos O-J (Figura 24D).

Para elucidar ainda mais as diferengas entre os gendétipos em resposta ao
estresse hidrico, a fluorescéncia relativa entre as etapas O e K[0,02 ms e 0,3 ms,
respectivamente = Wok = (F1- Fo) / (Fk - Fo)], O e J [0,2 ms e 2 ms, respectivamente
= Woy = (Ft - Fo) / (Fy - Fo)], I e P [30 ms e Fwm, respectivamente = Wip = (F1 - Fo) /
(Fp - Fo)] foram normalizados e sdo mostrados como a diferenga cinética AWok =
Wok (tratamento) - Wok (controle), AWoy = Voy (tratamento) - Woy (controle),
respectivamente (Figuras 24A a 24F). As diferencgas cinéticas AWok, AWoy e AWp
tornaram as bandas L, K e G, respectivamente, visiveis.

Essas bandas tém um pico em torno de 0,15, 0,3 e 100 ms, respectivamente.
As bandas L e K sdo um indicador de conectividade energética entre as unidades
do FSIl e a estabilidade do CEO (ZHOU et al., 2019), enquanto a banda G denota
a dupla redugéo da plastocianina (PC) e de P70+ no FSI (OUKARROUM et al.,
2009). Neste trabalho, em resposta ao déficit hidrico os gendtipos apresentaram
bandas L e K positivas, mostrando que a conectividade energética e a estabilidade
do CEO decairam apds 10 dias de estresse, exceto o gendtipo NEFO7 que néo
apresentou banda K positiva (Figura 24A e 24B).

Também foram observadas bandas G positivas nas plantas submetidas ao
estresse, o que sugere uma diminuigao da eficiéncia de transferéncia de elétrons
para o lado aceptor de elétrons PSI (Figura 25C), exceto os gendtipos NEF05 e
NEF14.

Apos a reidratacdo os gendtipos NEFO5 e NEF10 apresentaram valores
negativos de banda L (Figura 25D), enquanto que valores negativos de banda K
foram observadas nos genotipos NEF05, NEF10 e NEF16 mostrando recuperagao
apos o estresse hidrico (Figura 25F). Quanto a banda G, houve aumento do AVip
em todos os genotipos, mais pronunciadamente no genétipo NEF16 (~26% a mais
que o controle), Figura 25E.

O efeito do estresse hidrico e da reidratagdo no transporte de elétrons
fotossintético foi observado para todos os gendétipos testados, conforme exibido
pelas alteragdes dos parametros de teste JIP analisados (Figura 26). Para as
plantas submetidas ao estresse hidrico, os valores de Fo foram em média 20%

maiores nas plantas estressadas, exceto no gendtipo NEF14 que apresentou
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médias apenas 10% maiores que o controle. Houve aumento de aproximadamente
7% dos valores maximos de fluorescéncia (Fm) em todos os gendtipos (Figura 26A).
Porém, apds a reidratacao, apenas NEF05 permaneceu com valores de Fo e Fwm
20% maiores que o controle, aproximadamente (Figura 26B).

Em nenhum dos gendtipos o déficit hidrico provocou diferenga na eficiéncia
quantica maxima do FSIlI (Fv/Fm) permanecendo igual ao controle e mantendo-se
assim durante a reidratagao. Todos os gendtipos apresentaram reducéo de 50% no
conteudo de CEO apés 10 dias de restricao hidrica, sem recuperagdao desse
parametro apds a reidratacao, indicando dano severo ao FSII (Meng et al., 2016).

Dos fluxos de energia especificos expressos por valores de RC, nas plantas
sob privagédo de agua, a absorgédo (ABS/RC) aumentou em aproximadamente 15%
nos genotipos NEF05, NEF10 e NEF16. A dissipacgao (DIo/RC) aumentou em cerca
de 27% nos genotipos NEF10 e NEF14 e 20% em NEF05 e NEFO7. A captura de
elétrons (TRo/RC) aumentou cerca de 12% durante a seca nos genoétipos NEFO05,
NEFO07, NEF10 e NEF16, enquanto que no transporte de elétrons (ETo/RC) foi
observado aumento de 7%; NEF13 e NEF14 permaneceram iguais ao controle.
Porém, apds a reidratacdo, em NEF07, NEF14 e NEF16 foi observada uma
diminuicdo de 20% na captura e transporte de elétrons em relacdo ao controle
(Figura 26).

O fluxo de elétrons apdés Qa (WEo) ndo diferiu do controle em nenhuma das
situagdes. Ja o rendimento das reacdes de oxirreducao do FSI (6Ro) diminuiu 22%
durante a seca e durante a reidratacdo foi observado aumento em todos os
genotipos, exceto NEF05 para o qual foi observado queda de 18% em relagao ao
controle (Figura 26).

No entanto, as diminui¢des relativas de Plass e PltoraL foram variaveis para
os genotipos testados (Figura 27A e 27B). O gendtipo NEF07 mostrou aumento de
Plass e PlrotaL em 37 e 22%, respectivamente. O gendtipo NEF10 ndo mostrou
reducao de Plass, enquanto o PltoraL foi reduzido em 13% pela seca. Em contraste,
um declinio de Plass (30%) e PlroTaL (44%) foi revelado no gendtipo NEF05. Para
os demais gendtipos, a amplitude das mudangas dos indices de performance
relativos foi localizada entre esses extremos. Usando os Pls como uma medida de
suscetibilidade a seca, os gendtipos puderam ser selecionados como menos
sensiveis a seca (NEFO7 e NEF10) e sensiveis (NEF16 e NEFO05).
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O indice de sensibilidade ao calor é dado pelo valor absoluto do coeficiente
angular da reta, ou seja, quanto menor for o angulo entre a reta e o eixo x, menor
sera a sensibilidade das plantas ao calor. Aplicando esse protocolo as plantas de
pinhdo manso crescidas a pleno sol no verao, conseguimos a seguinte sequéncia
(Figura 28), do menos sensivel ao mais sensivel ao calor: NEF05 (2,7262), NEF16
(2,8903), NEF07 (3,2419), NEF10 (3,3245), NEF14 (3,9308), NEF13 (3,9828).
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Figura 24: Cinética da fluorescéncia transiente da clorofila a relativa entre os passos O e P [AWop =
Wor (tratamento) - Wop (controle)] em gendtipos de J. curcas submetidas ao déficit hidrico e
reidratacdo. (n=5).
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Figura 26: Fluorescéncia da clorofila a em diferentes gendtipos de J. curcas submetidos ao déficit
hidrico. Cada parametro foi normalizado com o valor do controle. Fo — fluorescéncia inicial; Fm —
fluorescéncia maxima; CEO - complexo de evolugéo de oxigénio; ABS/RC — fluxo de absorgao de
energia; TRo/RC — fluxo de captura de energia; ETo/RC — fluxo de transporte de elétrons de Qa para
Qs; WEo — probabilidade de que um éxciton capturado transfira um elétron para as reagdes do
intersistema (apo6s Qa); 6Ro - rendimento quantico do transporte de elétrons no FSI; DIo/RC - energia
total dissipada por RC ativo como calor.
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(n=5).
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Figura 28: indice de sensibilidade ao calor (ISC; valor absoluto de a na equag&o da linha (ax + b) de
seis gendtipos de J. curcas. O ISC foi calculado com base nos parametros do teste JIP: LogPlass e
Vk. Quanto maior o valor do ISC, maior a sensibilidade das plantas ao calor. Cada valor de ISC foi
obtido a partir de 10 repeticdes.

7.2.3 Teor de pigmentos fotossintéticos e antocianinas

Na Tabela 12 pode-se observar que o tratamento de restricdo hidrica por 10
dias e a reidratagdo afetou significativamente o conteudo de pigmentos nos
gendtipos de pinhdo manso. A Tabela 13 refere-se ao conteudo de antocianinas,
carotenoides e clorofila total. Foi observado que o estresse hidrico causou aumento
do conteudo de clorofila total nos gendétipos NEFO7 e NEF13, enquanto que no
gendtipo NEFO5 houve diminuigdo do teor de clorofila. Nos gendtipos NEF10,
NEF14 e NEF16 o teor de clorofila ndao diferiu das plantas controle. Apds a
reidratac&o foram observados os maiores valores desse pigmento (Tabela 12).

O conteudo de carotenoides n&o diminuiu com o tratamento de seca nos
gendtipos NEF05 e NEF07, aumentou no genétipo NEF13 e nao diferiu do controle
nos outros gendtipos. Durante o tratamento de seca, NEF13, NEF14 e NEF16
apresentaram os maiores teores desse pigmento. Apds a reidratagdo, em todos os
gendtipos foi observado aumento do conteudo de carotenoides em relagdo ao
controle.

O estresse hidrico e a reidratagdo causaram aumento no conteudo de
antocianinas nos gendtipos NEF10, NEF13 e NEF14. Nos gendtipos NEF05 e
NEFO07 nao houve diferenca entre as plantas submetidas a seca e o controle. Ja

em NEF16, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
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Tabela 12: ANOVA dos teores de pigmentos clorofilas, carotenoides e antocianinas totais em plantas dos genétipos NEF05, NEF07,
NEF10, NEF13, NEF14 E NEF16 de J. curcas apos tratamento de restricdo hidrica sob as condigdes de controle, seca e reidratacao.
(n=5)

p-valor
GL Clorofila total Carotenoide total Antocianina total

Condigdo 2 0,0001 0,0005 0,1781

Acesso 5 <0,0001 <0,0001 0,0027

Acesso*condigao 10 <0,0001 0,0002 0,0993
Residuo 72
Total 89

CV (%) 10,34 11,54 9,74

Tabela 13: teores de pigmentos clorofilas, carotenoides e antocianinas totais em plantas dos genétipos NEF05, NEFO7, NEF10, NEF13,
NEF14 E NEF16 de J. curcas apos tratamento de restricao hidrica sob as condi¢cdes de controle, seca e reidratagdo. (n=5)

NEFO05 NEFOQ7 NEF10
Fonte de
Variagéo . ~ . ~ . ~
Controle Seca Reidratagéo Controle Seca Reidratagao Controle Seca Reidratagao
Carotenoides 0,16Cbb 0,12Dba 0,27Bbb 0,15Cbbh 0,09Cba 0,31Abb 0,13Dbb 0,13Dba 0,27Bbb
Clorofila total 0,80Bbb 0,57Cba 1,38Abb 0,80Bbb 0,43Cba 1,44Abb 0,67Cbb 0,66Cba 1,25Abb
Antocianinas 1,16Bab 1,13Bac 1,27Aab 1,11Bab 1,07Aaa 1,30Aab 1,02Bab 1,25Aaa 1,22Aab
Fonte de NEF13 NEF14 NEF16
Variagao . ~ . ~ . ~
Controle Seca Reidratacao Controle Seca Reidratagéo Controle Seca Reidratagéo
Carotenoides 0,11Dbb 0,20Cba 0,30Abb 0,17Cbb 0,15Cba 0,31Abal 0,32Abb 0,18Cba 0,32Abb
Clorofila total 0,55Cab 0,93Baa 1,50Aab 0,83Bab 0,78Baa 1,61Aab 0,90Bab 0,83Baa 1,48Aab
Antocianinas 1,14Bab 1,36Aaa 1,34Aab 1,09Bab 1,22Baa 1,38Aab 1,31Aab 1,27Aaa 1,21Aab

Os valores sdo medias * erro padrdo. Letras iguais nao sao significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). Letras maiusculas comparam a
interagao entre os gendtipos e as temperaturas; as letras mindsculas comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico comparam as diferengas
entre as temperaturas.
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7.2.4 Prolina
O conteudo de prolina dos gendtipos de pinhdo manso estudados foi afetado
pelo estresse hidrico. Todas as plantas submetidas ao tratamento apresentaram
aumento nos valores de prolina em comparac¢ao ao controle, sendo que em NEF10
o conteudo de prolina aumentou em 100% e em NEF16 o aumento foi de 86% em
relacdo ao controle. Em NEFO05 foi observado valor 11% maior que do o controle
nas plantas estressadas.
Apds a reidratagéo, o conteudo de prolina diminui, chegando a valores mais
baixos do que o controle, exceto em NEF10, unico genétipo em que os valores de

reidratac&o se igualaram ao controle (Figura 29).
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Figura 29: Conteudo de prolina em plantas de seis gendtipos de J. curcas (NEF05, NEFO7, NEF10,
NEF13, NEF14, NEF16) submetidas a déficit hidrico e reidratacdo. As barras representam o erro
padrdo. Letras iguais ndo séo significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05).
Letras maiusculas comparam a interagéo entre os genétipos e as temperaturas; as letras minusculas
comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico comparam as diferencas entre as
temperaturas. (n=5).
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7.2.5 Atividade enzimatica

Na Tabela 14 pode-se observar que o tratamento de 10 dias de restricdo
hidrica afetou a atividade enzimatica das enzimas catalase e peroxidase do
ascorbato (APX). A atividade da enzima (CAT) diferiu significativamente nas plantas
dos gendtipos NEF10 e NEF 16 cultivadas sob temperaturas elevadas e submetidas
ao déficit hidrico. Nessas plantas houve aumento expressivo da atividade
enzimatica na qual NEF10 apresentou valores 50% maiores do que as plantas
controle, e NEF16 o aumento foi de 100%, ou seja, o dobro da atividade comparado
as plantas controle (Tabela 15).

Enquanto que na atividade da APX foi observado que nos gendtipos NEF13,
NEF14 e NEF16 nao houve diferenga entre as plantas submetidas ao estresse e o
controle, porém apds a retomada da rega os niveis da atividade tornam-se menores
do que o controle. No gendétipo NEF10 ocorreu queda da atividade durante a seca
e na reidratacdo os niveis se igualaram ao controle. Em NEF05 a atividade
aumentou durante a seca e apés a reidratacdo. Por fim, em NEFO07, a seca

provocou uma atividade seis vezes maior do que o controle (Tabela 15).
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Tabela 14: ANOVA do conteudo de prolina e atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) em plantas dos

controle, seca e reidratagdo. (n=5)

genotipos NEF05, NEF07, NEF10, NEF13, NEF14 E NEF16 de J. curcas apos tratamento de restricdo hidrica sob as condicdes de

.. -valor
Fator de Variago GL Prolina ’ CAT APX
Condigao 2 0,0007 0,0010 <0,0001
Acesso 5 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Acesso*condi¢ao 10 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Residuo 72
Total 89
CV (%) 6,70 29,54 16,30

Tabela 15: Conteudo de prolina e atividade das enzimas catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) em plantas dos gendtipos
NEFO05, NEF07, NEF10, NEF13, NEF14 E NEF16 de J. curcas ap0s tratamento de restricao hidrica sob as condi¢des de controle, seca
e reidratacdo. (n=5)

Fonte de NEFO05 NEF07 NEF10
Variagdo Controle Seca Controle Seca Reidratagdo Controle Seca Reidratagdo
Prolina 18,01Cab 20,29Baa 14,82Dbb 21,26Bba 11,81Ebc 12,09Ebb 23,87Aba 11,87Ebc
CAT 0,04Cbb 0,08Cba 0,05Cbb 0,04Cba 0,06Cbb 0,08Cab 0,12Baa 0,06Cab
APX 3,65%“Ebb 6,35%Eba 3,2804Eab 1,850 Aaa 6,75%Dab 6,55%Dch 3,8504Eca 4,15%Ech
Fonte de NEF13 NEF14 NEF16
Variagdo Controle Seca Controle Seca Reidratacdo Controle Seca Reidratagéo
Prolina 14,85Dbb 21,74Bba 13,76Dbb 20,03Bba 12,48Ebc 14,50Dab 25,36Aaa 11,84Eac
CAT 0,06Cbb 0,08Cba 0,06Cab 0,08Caa 0,08Cbh 0,20Aaa 0,04Cab 0,04Cab
APX 6,45%Dch 7,45%Dca 8,4E-04Cbbh 8,2E-%Cba 5,2804Ebp 9,45-%4Cbbh 8,15%Dbag 4,15%Ebb
Os valores sdo medias + erro padrdo. Letras iguais ndo sao significativamente diferentes pelo teste de Scott-Knott (p> 0,05). Letras maiusculas comparam a
entre as temperaturas.

interagao entre os gendtipos e as temperaturas; as letras mindsculas comparam diferengas entre os gendtipos e as letras em italico comparam as diferengas
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Este estudo foi realizado com o objetivo avaliar os efeitos do déficit hidrico
sobre o metabolismo e o comportamento fotoquimico, bem como avaliar a
tolerancia a seca por meio do teste JIP em mudas de gendtipos de pinhdo manso
cultivadas sob alta temperatura, nos permitindo identificar diferengas tanto no
aparato fotossintético quanto nas estratégias de defesa contra danos oxidativos.

Os dados de potencial hidrico na antemanha demonstraram a real situagao
hidrica das plantas, sem a interferéncia da temperatura ou transpiracao, porém os
dados de meio-dia foram ainda mais conclusivos pois demonstraram que a maioria
dos gendtipos possuem estratégias efetivas para diminuir a perda de agua,
modificando muito pouco o seu Wwr, inclusive os gendtipos NEF10 e NEF14 que
durante a antemanha estavam mais baixos do que ao meio-dia. Apds a imposicao
do estresse hidrico, o gendétipo NEF16 exibiu um status de agua menor do que os
outros na medicao realizada tanto na antemanha quanto ao meio-dia (\Wwr mais
baixo), o que pode ser sugerido como uma inefici€éncia na absorg¢ao e transporte de
agua até as folhas.

Segundo Santos et al. (2010) poucas mudangas nos valores de Wwr podem
ser observadas apds a restricdo hidrica, que é quando as plantas ativam
mecanismos de tolerancia, e estas est&o relacionadas com a sintese e acumulo de
compostos com atividade osmética. Os resultados do presente estudo corroboram
com aqueles encontrados por Falqueto et al. (2017) ao trabalharem com clones de
seringueira submetidas ao déficit hidrico, no qual tanto as plantas do clone tolerante
guanto do clone sensivel, permaneceram sem diferencas até o 38° dia de estresse.

Embora o comportamento do Wwr entre a maioria dos genotipos tenha sido
semelhante, o efeito do estresse hidrico afetou de forma diversificada a cinética da
fluorescéncia e os parametros fotoquimicos das plantas (teste JIP). Essas
diferengas permitram a comparacdo dos gendtipos a nivel de aparato
fotossintético.

A fluorescéncia da clorofila a foi capaz de mostrar que todos os gendétipos
foram negativamente afetados pelo estresse. A presenca de bandas demonstrou
que o estresse hidrico inibiu a conectividade energética entre as subunidades do
FSII (banda L) e inativou o CEO (banda K). Resultados semelhantes foram
encontrados por Martins et al. (2017) ao trabalhar com estresse hidrico em plantas

de crambe, uma oleaginosa também promissora para o biodiesel.
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Porém, foi observada a banda G nos gendétipos de J. curcas durante a seca e
a reidratacdo, em intensidades diferentes. Essa banda denota as reacdes de
oxirredugao que ocorrem ao nivel dos aceptores finais de elétrons do FSI. Durante
a seca as curvas foram 3% maiores que o controle, enquanto que durante a
reidratacéo chegaram a ser 30% maiores, principalmente nas plantas NEF16, o que
demonstrou diminuigdo dos aceptores de elétrons no FSI. Os menores valores de
AWp sédo relatados em gendtipos menos sensiveis ao estresse (REDILLAS et al.,
2011), e no presente estudo, baixos valores foram observados em NEF07, o que
corrobora com o indice de Pls relativos encontrado neste estudo. Resultados
semelhantes de AWr foram encontrados em linhagens de crambe tolerantes a seca
(MARTINS et al., 2017).

Por meio do teste JIP foi possivel fazer uma triagem baseada na sensibilidade
dos gendtipos ao estresse por calor (ISC) utilizando os valores da conectividade do
CEO (Vk) e do parametro indicativo da forga motriz necessaria para as reagdes do
FSII (logPlass) (CHEN et al., 2016) e a seca, utilizando os Pls relativos
(JEDMOWSKI; BAYRAMOV; BRUGGEMANN, 2014). Esses métodos de triagem
baseado nos Pls sdo mais confiaveis, uma vez que o método mais tradicional
utilizando o decaimento de Fv/Fm pode nao corresponder a realidade dos diferentes
gendtipos. Santos et al. (2013), por exemplo, conseguiram verificar o decaimento
de Fv/Fm em plantas de J. curcas cultivadas em duas regides distintas no Brasil:
semi-umido e no semi-arido. No trabalho citado, esse parametro foi significativo nos
periodos de maior seca e temperatura, porém no presente estudo ndo pode ser
aplicado devido ao fato de que o Fv/Fm dos gendtipos submetidos a 10 dias de
restricdo hidrica nao diferiram do controle.

Assim como encontrado no trabalho de Liu et al. (2010), que estudaram a
influéncia da intensidade da seca em seis espécies de ambiente carstico, o Fv/Fm
permaneceu estavel enquanto o conteudo de clorofila total diminuiu em NEFO05,
aumentou em NEFOQ7 e n&o diferiu nos outros gendtipos, indicando que a redugéo
do conteudo de clorofila total durante a seca ou seu aumento durante a reidratacao
nao teve influéncia sobre a eficiéncia fotoquimica maxima. O autor sugeriu que a
reducdo da absorbancia da luz pela diminuicdo do conteudo de pigmento era um
mecanismo de fotoprotecdo, e pode ter sido mais influenciado pela taxa de
dissipagao nao fotoquimica (DIlo/RC).
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Pelo indice de sensibilidade ao calor os gendtipos NEF05 e NEF16 sédo os
menos sensiveis ao calor, mas sdo bastante afetados pela seca, o que pode ser
verificado com as bandas negativas L e K formadas apds a reidratagao e pelos Pls
relativos com menores percentuais. Enquanto os gendtipos NEF07 e NEF10 sdo
menos sensiveis as condi¢cbes impostas pelo presente trabalho, o que pode ser
verificado com as bandas L, K e G durante a seca, e com o indice de PlIs relativos,
no qual obtiveram os maiores percentuais de Plass e PlroTaL.

O teste JIP mostrou ainda uma forte inibicdo do CEO em todos os gendtipos,
tanto apds a seca quanto apds a reidratacdo esse parametro foi menor que o
controle, e como consequéncia, segundo Oukarroum et al. (2007), ocorre a inibicao
da cadeia fotossintética de transporte de elétrons (OUKARROUM et al., 2007;
OUKARROUM et al., 2016). Apds seca severa, o autor concluiu que a persisténcia
da banda K apds a reidratacdo no gendtipo Igrane de cevada apontou para um
efeito mais duradouro do estresse no lado doador do FSII. Trabalhos anteriores
mostraram que as diferencas na estabilidade do CEO entre plantas e condicoes
diferentes sdo um bom parédmetro para selegdo de gendtipos (CELOVANE et al.,
2018; CHEN et al., 2016; FALQUETO et al., 2017; ZHOU et al., 2019).

Mesmo apresentando os maiores valores de prolina e agucares sollveis,
NEF16 demonstrou que ndo conseguiu escapar do estresse, o que pode ser
verificado pela cinética da fluorescéncia que mostrou bandas L e K nessas plantas
mesmo depois da reidratacédo e pelo teste JIP, Plass e PltoraL. De acordo com
Gosavi et al. (2014), a prolina acumulada sob condicdo de estresse térmico e
hidrico (Oukarroum et al., 2007) pode atuar como um osmoprotetor em resposta ao
estresse térmico, evitando a dessecacdo e ajudando a manter o turgor e a
integridade das membranas citoplasmaticas. No presente estudo e no trabalho de
Santos et al., (2013), as concentracdes de prolina foram maiores durante o periodo
de seca. Além de atuar como um osmorregulador, segundo Chen et al. (2016), a
prolina pode ter um outro papel decisivo na cadeia de transporte de elétrons durante
o estresse pois, como nessas condi¢des o CEO pode perder seu cluster de Mn,
deixando de enviar seus elétrons para a feofitina (Pheo) o que leva a um
desequilibrio no fluxo de elétrons para o RC. Ela pode atuar também como um
doador alternativo interno de elétrons, ou seja, pode doar elétrons ao FSIl em
substituicdo a H20 em periodos criticos, resultando no aumento de curta duragao

na reducdao da concentragdo Pheo/Qa. Essa redugdao é evidenciada pelo
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aparecimento de uma banda K e explica os resultados dos parametros da cadeia
de transporte de elétrons (TRo/RC, ETo/RC, WEo) no FSII obtidos durante o estresse
neste estudo.

Tanto o estresse de seca como o calor podem levar a producao excessiva de
espécies reativas de oxigénio, induzindo um estresse oxidativo que danifica
estruturas tanto do cloroplasto quanto em outras regides da célula. Para diminuir
os danos do estresse oxidativo as plantas contam com uma gama de compostos
antioxidantes, enzimaticos e nao-enzimaticos (MENEZES-SILVA et al., 2017).
Dentre as enzimas utilizadas no combate as EROs, a CAT e a APX atuam na
dismutagao do peréxido de hidrogénio (H202), anulando seu efeito toxico, e tendo
como produto oxigénio e agua (MENEZES-SILVA et al., 2017). Embora Liu et al.
(2010) afirmem que a CAT é muito sensivel ao estresse abidtico atuando como um
marcador de plantas estressadas, e Santos et al. (2013) tenham observado maior
atividade desta enzima em J. curcas durante periodo de seca, nos genétipos deste
estudo ndo foram encontradas diferengas significativas, exceto nas plantas do
genotipo NEF16 submetidas a seca, nas quais foi observada maior atividade desta
enzima. Silva et al. (2018) ao trabalharem com plantas de J. curcas submetidas a
diferentes temperaturas também encontraram aumento significativo da atividade da
CAT.

Como o calor influencia o aumento da respiracéo (ZHOU, R. et al., 2017) e na
especificidade de catalizagdo da enzima RuBisCO para Oz em relagédo ao COz,
resultando em maiores taxas de fotorrespiragdo (TAN et al., 2020), podemos inferir
qgue no gendtipo NEF16 e NEF10 as taxas de fotorrespiracdo estavam mais
elevadas, uma vez que nesse genodtipo a atividade da CAT estava maior, isso
porque dentro do cloroplasto ndo ha enzima catalase. Essa enzima encontra-se
nos peroxissomos, organelas que, juntamente com o cloroplasto e a mitocéndria,
sao responsaveis pelo processo de fotorrespiracdo e geragdo de H202 durante a
oxidacao do glicolato a glioxilato (BARBOSA et al., 2014). Apesar de ndo ter o
mesmo rendimento que as reacgdes de carboxilagdo do ciclo de Calvin-Benson, a
fotorrespiragdo € um mecanismo que auxilia na dissipagao de energia consumindo
NAPH e ATP, o que ajuda na protegcdo do FSI e do FSIlI durante situagdes de
estresse (TAN et al., 2020). Esse processo acaba sendo uma estratégia para que

a planta tolere um periodo de estresse.
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Entre os gendtipos testados, o que apresentou maior atividade da APX foi o
NEFO07 nas plantas submetidas ao estresse de seca. Menezes-Silva et al. (2017)
ao trabalharem com gendtipos de café submetidos ao estresse hidrico e Silva et al.
(2018) com J. curcas sob estresse de calor, também observaram aumento na
atividade da enzima peroxidase do ascorbato. Como em situagbes adversas &
comum a maior produ¢do de H202 nos cloroplastos e nesta organela ndo ha a
enzima catalase, a eliminagao deste composto é realizada pela APX, formando H20
e monodesidroascorbato, que podera entrar nas reagdes da glutationa redutase.
Segundo Biehler e Fock (1996), a atividade da APX aumenta em situacdes de
déficit hidrico, juntamente com a atividade da glutationa ascorbato que, assim como
a fotorrespiragao, também é considerada uma forma de dissipag¢ao da energia por
promover a oxidagdo de moléculas de NADPH, regenerando esse substrato e
protegendo os fotossistemas.

Quanto aos antioxidantes ndo enzimaticos, o conteudo de carotenoides
diminuiu apds com o estresse hidrico nos gendétipos NEF07 e NEF05, e manteve-
se estavel nos outros gendtipos. Esses pigmentos fazem parte da antena dos FSlI
e auxiliam na captura e dissipagao de energia na forma de calor, protegendo o
fotossistema contra possiveis danos oxidativos (PEREIRA DIAS; MARENCO,
2007). Os dados mostram que o estresse de seca foi capaz de degradar esses
pigmentos.

Nos gendtipos NEF0O5 e NEFO7 o conteudo de antocianinas permaneceu o
mesmo que o controle e tornou-se maior nas plantas apos a reidratacdo, em NEF16
nao houve diferenca em nenhuma situagcdo. As antocianinas ndo participam
diretamente da cadeia de transporte de elétrons, mas a manutencéo ou o aumento
do seu conteudo tem-se mostrado, de forma secundaria, atuante como fotoprotetor,
por minimizar a entrada excessiva de luz durante situagdes de estresse, além de
atuar como um antioxidante ndo-enzimatico e soluto compativel, auxiliando no
aumento o turgor da célula (ALBERTO e BORGES, 2009).

Diante do exposto, o presente estudo conseguiu demonstrar que o déficit
hidrico € um fator importante que afeta a sensibilidade dos gendétipos ao calor. Foi
possivel por meio da fluorescéncia da clorofila a identificar os passos modificados
na cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos quando mudas de diferentes
gendtipos de J. curcas crescidas sob altas temperaturas sdo submetidas ao

estresse hidrico, bem como algumas estratégias fisiolégicas, como o aumento da
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concentracédo de prolina e a modulagdo da atividade enzimatica, que ajudam a
diminuir a sensibilidade.

Estes resultados apontam também a importancia do conhecimento sobre o
metabolismo de diferentes gendtipos e seus fendtipos frente a ambientes diversos,
o que facilita a escolha e a indicagdao dos gendtipos para outros estudos na area

fisiologica, biotecnoldgica e agronémica.
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9 CONCLUSAO

As plantas dos seis genodtipos de J. curcas usadas neste trabalho
apresentaram diferencas distintas quando submetidas ao estresse térmico,
principalmente nos parametros que descrevem a captura e transporte de elétrons
no FSII. Foram encontradas diferencas principalmente no indice de Desempenho
do Fotossistema Il (Plass) e seus componentes: Densidade de centros de reagéo
ativos (RC/ABS), Rendimento quantico maximo do FSII (¢Po) e Probabilidade (no
tempo 0) de um éxciton mover um elétrons na cadeia de transporte de elétrons apds
Qa (WEo), levando a conclusdo de que a temperatura tem influéncia diferencial
sobre a atividade de 6xido-reducao do FSII. Por essa razdo pode-se considerar
ainda que as categorias de resposta térmica das plantas dos diferentes genétipos
de pinhdo manso foram claramente diferenciadas pelo ISC realizado com base no
Plass a temperatura ambiente no verao: NEF12 sensivel, NEF05 e NEF 16 tolerante.
Além disso, pode-se afirmar que o ISC foi bastante preciso, pois foi possivel
discriminar acessos mesmo com valores de indice muito préximos. Dados
bioquimicos como o aumento de teor de pigmentos fotossintéticos, aumento da
atividade enzimatica e maior conteldo de acgucares corroboram com o ISC, dando
destaque ao gendtipo NEFO5.

As plantas dos gendtipos de pinhdo manso cultivadas em estufa agricola sob
alta temperatura e submetidas simultaneamente a restricao hidrica apresentaram
modificagdes significativas no metabolismo. Os diferentes gendtipos de J. curcas
puderam ser classificados de acordo com os indices de performance relativos:
NEFO07 > NEF10> NEF14 > NEF13 > NEF16 > NEF05. Ou seja, NEF07 destacou-
se como o genotipo mais tolerante ao estresse conjugado (déficit hidrico e alta
temperatura), enquanto o genétipo NEF05 mostrou-se o mais sensivel. Ao analisar
o0 metabolismo desses gendtipos mais atentamente, percebe-se que eles possuem
diferentes mecanismos de escape. O gendtipo NEF16 apontou menor potencial

hidrico nas plantas submetidas ao tratamento.
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APENDICE

Tabela 3: Descricdo dos pardmetros do teste JIP com base em Strasser et al.
(2010), Jedmowski et al. (2014) e Meng et al. (2016).

Parametros da fluorescéncia

Descrigao

Fo= Faops

Fluorescéncia inicial; absorgédo de fotons quando todos os
centros de reacéo estéo abertos (oxidados).

Fv=Fu-Fo Fluorescéncia variavel.

FL=F1s0ps Intensidade da fluorescéncia no passo L (150 ys) da curva
Fx = F300 s Ia‘:e”:.sidade da fluorescéncia no passo K (300 us) da curva
Fi=Fams Ia‘:e”;.sidade da fluorescéncia no passo J (2 ms) da curva
Fi=F3oms I(r)1:tjtla|;'sidade da fluorescéncia no passo | (30 ms) ca curva

OJIP.

Fm=Fp=~400 ms

Fluorescéncia maxima (quando todos os centros de reagéao
do FSII estéo fechados).

V'r = (FT-Fo) / (Fm-Fo)

Fluorescéncia variavel normalizada usando os pontos Fo e
Fwm.

Vk = (Fk-Fo) / (Fm-Fo)

Fluorescéncia variavel relativa no passo K.

Wok = (FT-Fo) / (FK-Fo)

Razao da fluorescncia variavel Fr-Fo para a amplitude Fk-
Fo.

Woy = (FT-Fo) / (FJ'FO)

Razao da fluorescncia variavel Fr-Fo para a amplitude F,-
Fo.

CEO = [1 h (VK/VJ)] treatment/ [1 -
(VK/ VJ)] control

Fragcédo de centros de complexos de evolugdo de oxigénio
(CEO).

@Po= TRo/ABS = Fv/Fn

Rendimento quéntico maximo do FSII (t=0).

WYE, = ETo/TRo = 1-V,

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

ABS/RC = (dV/dto/V,) x (1/¢@Po)

Fluxo de energia absorvida por RC ativo ou tamanho aparente da
antena de um centro de reagao ativo do FSII

RC/ABS = yRC/(1- yRC)

Densidade de centros de reagao ativos.

5Ro = REo/ETo

Eficiéncia com que um exciton pode mover um elétron do
centro de um acceptor de elétrons do intersistema para os
aceptores de elétrons do FSI.

(pDo= 1- (pPo = Fo/FM

Rendimento quéntico da energia dissipada

Plags = (RC/ABS) x (@Po/(1-¢Py))
x (WEo/(1-WEy))

indice de desempenho do fotossistema 1.

Plrota= Plags X (8Ro/(1-3R0))

Indice de desempenho total (até os aceptores finais de elétrons do
FSI).
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