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RESUMO

Esse estudo objetivou investigar, em regime de casa de vegetagcdo, O
desempenho fisiologico de duas cultivares (FB300 e FB200) do maracujazeiro
Passiflora edulis Sims., submetidas a deficiéncia hidrica e posterior
recuperacdo. Os parametros analizados foram: poténcial hidrico (W),
fluorescéncia transiente (teste JIP) e modulada da clorofila a, teor de clorofila,
atividade da catalase , peroxidase e determinacdo da peroxidacéao lipidica pelo
conteudo de MDA (malondialdeido). Sessenta dias apds a germinacéo, o déficit
hidrico foi iniciado pela supressao total da agua por 11 dias e seguido por 6
dias de reidratacdo. As duas cultivares apresentaram um comportamento
semelhante de reducdo do y, com o avanco da supressdo hidrica e
recuperacdo com a reidratacdo. Entretanto, a cultivar FB200 mostrou-se mais
susceptivel ao déficit hidrico comprovado por uma maior queda de seus valores
em todos os parametros analisados e por um maior aumento dos niveis de
peroxidacao lipidica. FB300 apresentou uma maior plasticidade fisiolégica para
tolerar a imposi¢cdo da supresséo hidrica, confirmada pelo menor declinio dos
valores na maioria dos parametros analisados e pelo menor tempo necessario

para sua recuperacao ao nivel do controle.

Palavras-chave: Déficit hidrico. Enzimas antioxidantes. Fluorescéncia da

clorofila a. Malondialdeido. Maracuja.



ABSTRACT

This study aimed to investigate, on a greenhouse, the physiological
performance of two cultivars (FB300 and FB200) of passion fruit Passiflora
edulis Sims. subjected to water stress and to recovery during rehydration. The
parameters analyzed were: water potential (yy), transient (JIP test) and
modulated chlorophyll a fluorescence, chlorophyll contents, antioxidant activity of
catalase and peroxidase enzymes, determination of lipid peroxidation by
malondialdehyde (MDA) contents. After 60 days of growth, water stress was
initiated by total suppression of water for 11 days and followed by 6 days
rehydration. Both cultivars showed a similar behavior of y,, decreasing during
water suppression and recovery in rehydration. However, the FB200 cultivar
proved to be more susceptive to water stress evidenced by a greater drop in its
values in all analyzed parameters and by a larger increase in the levels of lipid
peroxidation. FB300 showed a greater physiological plasticity to tolerate the
imposition of water suppression confirmed by a smaller decline in the values in
the most of the parameters analysed and by the shortest time needed for its
recovery to the level of control.

Keywords: Passion fruit. Water Deficit. Fluorescence of chlorophyll a.
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1 INTRODUCAO

O estresse hidrico € um dos principais fatores que influenciam o
crescimento e produtividade das plantas, principalmente em regifes aridas e
semi-aridas onde a precipitagdo varia ano apés ano (YODANOV et al., 2000;
SOUZA et al., 2004; GONZALES et al., 2009). Sob condi¢bes de déficit hidrico,
uma variedade de processos fisioldégicos, como, por exemplo, captura da
radiacdo solar, condutancia estomética, transpiracdo, transporte de elétrons,
fotossintese e respiracdo, € afetada, retardando o crescimento e reduzindo a
produtividade agricola (QING et al., 2001; LAWLOR &CORNIC, 2002; PARRY
et al., 2002; LIU & HUANG, 2008; HSIAO et al., 2010).

Alteracdes estruturais e funcionais do aparato fotossintético de
plantas submetidas ao estresse hidrico podem ser estimadas com alto grau de
confiabilidade mediante técnicas modernas para a deteccdo dos sinais da
fluorescéncia da clorofila a. Essas técnicas tém permitido um grande avanco na
aquisicdo de conhecimentos a cerca dos processos fotoquimicos e dos
fenbmenos nao-fotoquimicos que ocorrem nas membranas dos tilacdides dos
cloroplastos (KRAUSE & WEIS, 1991).

Nos ultimos anos, a analise da fluorescéncia da clorofila a tem sido
usada como uma ferramenta extremamente eficiente em pesquisas com
espécies de importancia agrondmica, como arroz (JIANG et al., 2002) e trigo
(MEHTA et al., 2010) por permitir o0 monitoramento do estado fisiologico das
plantas de maneira ndo-destrutiva. Nao obstante, sua aplicacdo estende-se
também as frutiferas, como no mamoeiro (FONTES et al., 2002; FALQUETO et
al., 2003), coqueiro (MARINHO et al., 2005), macieira (ZANANDREA et al.,
2006), tangerineira (CRUZ et al., 2009) e abacaxi (VIEIRA, 2010). No estudo da
tolerancia ou da sensibilidade ao déficit hidrico em diferentes espécies e
genotipos de plantas, a fluorescéncia da clorofila a tem sido amplamente usada
(GONCALVES et al., 2010; OUKARROUM et al., 2009) visto ser a fotossintese



e 0 crescimento das plantas os processos centrais a serem afetados pela
supressdao hidrica (SILVA, 2010).

Van Heerdeen et al (2007) observaram que a supressdo hidrica
reduz a atividade da Rubisco, assimilagdo de CO, e a eficiéncia do FSII em
plantas de deserto. Analogamente, Silva et al (2010) verificaram uma reducao
da atividade do FSIl em Pinhdo manso submetida o déficit hidrico e sua relacéo
com o estresse oxidativo. Da mesma forma, diversos outros autores
correlacionaram a diminuicdo da capacidade fotoquimica do FSII, o que esta
diretamente relacionado a atividade fotossintética, com o avanco do déficit
hidrico (LIBERATO et al., 2006; OUKARROUM et al., 2007, 2009; EFEOGLU et
al., 2009; GONGCALVES et al., 2009).

A ocorréncia de espécies reativas de oxigénio (EROs) € um
processo natural durante o ciclo de vida das plantas, principalmente no
processo fotossintético e metabolismo aerébico (ZHU et al., 1997). Estas
moléculas altamente reativas podem ser constituidas de um atomo ou um
grupo de atomos, com elétrons ndo pareados na sua ultima camada eletrdnica
(RICE-EVANS et al., 1991). Sob baixas concentrac¢des, as EROS podem atuar
como moléculas sinalizadoras de processos das plantas como, por exemplo, o
afrouxamento da parede celular e processos de alongamento celular, bem
como atuarem em alguns processos de defesa contra patégenos (SCHOPFER,
2001; RODRIGUEZ et al., 2002; POSPISIL, 2009).

Entretanto, uma producdo excessiva de EROs em plantas sob
estresse pode danificar componentes celulares. Quando as plantas sao sujeitas
as condicbes de déficit hidrico, sua capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio, como o superéxido (O,7), o peréxido de hidrogénio (H.O,) e radicais
hidroxila (OH") aumenta, o que, freqiientemente, resulta em sérios danos em
nivel subcelular, como a oxidacdo de lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(SMIRNOFF, 1993; AHMED et al., 2002; MITTLER, 2002; COSTA et al., 2005;
FOYER & NOCTOR, 2005).



Quando as plantas estdo submetidas a altos niveis de EROs, 0
processo de peroxidacéo lipidica pode ocorrer tanto nas membranas celulares,
como de suas organelas, o que ndo s6 afetam diretamente o funcionamento
celular normal, mas também, agravam o estresse oxidativo através de radicais
derivados de lipideos (MONTILLET et al., 2005). A peroxidacao lipidica é
considerada como sendo um dos processos mais danosos que ocorrem em
todos os seres vivos. Danos a membrana celular podem ser utilizados para
determinar os niveis de destruicdo lipidica sob diferentes estresses. Produtos
como, por exemplo, malondialdeido (MDA) formados pelo processo de
degradacdo lipidica reagem ao acido tiobarbittrico (TBA) formando substancias
reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS) que podem ser quantificados e

relacionados a peroxidacao lipidica (HEATH, 1968).

Entretanto, para minimizar esses efeitos oxidativos, as plantas
desenvolveram um complexo sistema antioxidante composto por substancias
antioxidantes de baixo peso molecular (glutationa, ascorbato e carotendides) e
enzimas como as superoxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), a
catalase (CAT) e peroxidases, (POX) (NOCTOR & FOYER, 1998; COSTA et
al., 2005).

As atividades destas enzimas estao fortemente correlacionadas com
alteracdes em processos fisiolégicos, como a respiracdo e a fotossintese, e
portanto, apresentam-se como potenciais indicadores de comprometimentos da
atividade metabdlica frente a estresses de origem abidtica (MACFARLANE,
2002). Jadoski et al (2005), estudando o comportamento fisiolégico e
bioquimico de pimenteira submetida ao déficit hidrico mostraram que a
atividade da peroxidase foi um eficiente indicador dos efeitos de estresse
hidrico. Por conseguinte, estudos sugeriram uma forte correlacdo entre
aquisicdo de tolerdncia ao estresse abidtico e a presenca de um eficiente
sistema enzimatico antioxidante em variedades de trigo, tomate, arroz, e sorgo
(SAIRAM et al., 2002; MITTOVA et al., 2002; VAIDYANATHAN et al., 2003;
COSTA et al., 2005). Entretanto ndo foram encontrados estudos de enzimas

antioxidantes no maracujazeiro sob estresse hidrico, concluindo dessa forma,



gue mais pesquisas que contemplem mecanismos antioxidantes enzimaticos

fazem-se necessarias a essa fruteira.

Dentre as frutiferas mais cultivadas no Brasil, 0 maracuja destaca-se
estando entre as nove principais fruteiras comercializadas no pais. Sendo
assim, o Brasil destaca-se como seu maior produtor (FERNANDES, 2006;
IBGE, 2008). Entretanto, nos ultimos anos, a producdo de maracuja no Brasil
foi insuficiente para abastecer o mercado interno, necessitando da importacéo
de polpa para abastecer a industria de suco nacional (COSTA & COSTA, 2005;
FERRAZ & LOT, 2007; NOGUEIRA et al., 2009).

No Espirito Santo a cadeia do agronegocio do maracuja vem
crescendo de norte a sul do estado, em razéo de diversos fatores como: boas
condi¢cdes edafoclimaticas, surgimento de parques agroindustriais instalados
principalmente na regido norte e sul e parcerias do governo do Estado
incentivando o surgimento de podlos da fruticultura. Esse crescimento € também
favorecido pela tendéncia de expansédo do mercado mundial da polpa e suco
proveniente dessa espécie (COSTA et al., 2008).

Estudos tém mostrado que uma das maiores limitagdes da cultura do
maracujazeiro € o clima, sendo responsavel por grandes variacdes no seu ciclo
produtivo em diferentes localidades e épocas do ano. De acordo com Stenzel
(2002) e Costa et al (2008), a disponibilidade de agua tem se mostrado um

fator limitante na producéo desta cultura.

De acordo com Borges et al (2006), a lideranca na producdo do
maracujad ndo tem refletido grandes avancos no que tange a producdo de
novos hibridos mais resistentes. Nos Ultimos anos novos materiais genéticos
de maracuja foram lancados e cultivados para fins econdmicos no Espirito
Santo, entretanto, para muitos deles, pouco se sabe a respeito de sua
adaptabilidade as condi¢cdes edafoclimaticas caracteristicas do norte de
Espirito Santo que apresenta elevadas temperaturas e um longo periodo de

escassez de agua no solo (Figural).



Muitos dos estudos realizados com maracuja sédo direcionados,
sobretudo, as técnicas de cultivo visando melhor produtividade, ao controle
eficaz de pragas e doencas, ao desenvolvimento de tecnologias de pos-
colheita e elaboracdo de produtos derivados da casca e das sementes dos
frutos (BOREM, 2001; MELETTI et al., 2005). Um estudo que avalie o nivel de
tolerancia de variedades de maracuja, bem como 0S mecanismos
ecofisiolégicos envolvidos na aquisicdo de tolerancia ao estresse hidrico nos
possibilitaria  selecionar  materiais genéticos que, potencialmente,
apresentariam maior sucesso de cultivo em regifes com periodos secos como

a regido norte do estado do Espirito Santo.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar as respostas ecofisiolégicas e bioquimicas de duas cultivares
de maracuja (FB300 e FB200) submetido ao déficit hidrico durante o

crescimento vegetativo.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Verificar o impacto do déficit hidrico sobre a fluorescéncia da

clorofila a;

2.2.2. Relacionar a atividade das enzimas de estresse oxidativo e a
producdo da fluorescéncia da clorofila a em condicdo de

supressao hidrica.



2.2.3. Determinar a intensidade critica do estresse hidrico que
resulta em alteracbes significativas nos parametros
bioquimicos e biofisicos avaliados para os diferentes materiais

vegetais.

2.2.4. Averiguar o impacto do déficit hidrico sobre a producgéo de

estresse oxidativo;

2.2.5. Relacionar a atividade fotoquimica do fotossistema Il com o
estresse oxidativo.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e condi¢fes de cultivo

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Ecofisiologia
Vegetal, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitéria/ES. Foram utilizadas
plantas do maracujazeiro (Passiflora edulis Sims), cv. Maguary (FB300) e
Yellow Master (FB200), cultivadas amplamente pelos agricultores no norte do
Estado do Espirito Santo. Mudas com 30 dias de idade foram fornecidas pelo
viveiro Sobradinho, localizado no municipio de Sooretama, ES.

Um arranjo inteiramente casualizado com 40 plantas foi utilizado
para cada cultivar. Cada planta foi cultivada em um pote plastico (11 L)
contendo como substrato uma mistura de terra, areia e substrato floral na
propor¢cao 3:2:1. As plantas foram mantidas em casa de vegetagdo, com
temperatura e luminosidade controladas. As mudas foram irrigadas
diariamente, mantendo-se o nivel de agua do solo proximo a capacidade de

campo até o inicio do tratamento.



3.2 Experimento

Apos duas semanas de aclimatizacdo, as plantas foram induzidas
aos tratamentos, que consistiram em dois regimes hidricos: condi¢cdo de
controle e suspensao total da irrigacdo. Avaliagbes do potencial hidrico foliar
(pw), fluorescéncia da clorofila a (fluorescéncia transiente, teste JIP e
fluorescéncia modulada), indice de clorofila (SPAD), concentracdo de
malondialdeido (MDA) e atividade de enzimas antioxidantes foram feitas a cada
dois dias, visando verificar o comportamento ecofisiolégico e bioquimico das

plantas no decorrer da supresséo hidrica.

Todas as avaliagbes foram realizadas em folhas jovens
completamente expandidas (terceiro ou quarto né a contar do apice para a
base da planta), sempre nas primeiras horas da manha, para evitar os efeitos
inibitérios das altas temperaturas e Iluminosidades sobre as reacfes
fotossintéticas. As folhas utilizadas para as medidas de Ww e fotossintéticas
foram coletadas, acondicionadas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultrafreezer a — 80°C. O conteudo de MDA foi dosado em parceria com 0
Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa
(Vicosa/MG).

Quando o potencial hidrico foliar atingiu valores criticos
(aproximadamente - 3,0 MPa), realizou-se a reidratacdo dos vasos por meio de
regas manuais diarias, com o objetivo de avaliar a capacidade de recuperacao
de cada material genético por meio das mesmas avaliacfes fisioldgicas e
bioguimicas supracitadas. Esta metodologia objetivou a simulacdo dos efeitos
de uma estiagem prolongada nas condi¢cdes de campo, quando a agua dos

reservatorios utilizada para a irrigacéo cessa.



3.3 Metodologia Proposta

3.3.1 Potencial hidrico foliar (g.)

O potencial hidrico foliar () foi medido usando uma bomba de

pressdo de acordo com Scholander et al (1965).

3.3.2 Avaliacdo da cinética de emisséo da fluorescéncia transiente
ou polifasica (0O-J-I-P)

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi determinada utilizando-se
um fluorébmetro portatii HandyPEA (Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK).
Previamente as leituras, as folhas foram adaptadas ao escuro (uso de clipes
foliares) durante 20 minutos, periodo suficiente para a oxidacdo completa do
sistema fotossintético. Logo apds, as folhas foram submetidas a um flash de luz
saturante 3000 pmol m™?S™, com duracdo de 1 s, conforme metodologia

seguida por Tsimili-Michael & Strasser (2008).

Para cada tratamento (controle = irrigacdo préxima da capacidade
de campo; déficit hidrico = supressdo total da irrigacdo) a fluorescéncia
transiente OJIP foi analisada de acordo com o teste JIP (STRASSER &
STRASSER, 1995) e seus parametros analisados através do software Biolyzer

(Laboratério de Bioenergética, Universidade de Genebra, Suica).

3.3.2.1 Avaliacdo da banda L e K da fluorescéncia transiente ou
polifasica (0O-J-1-P)

As curvas da fluorescéncia transiente OJIP foram normalizadas
como: a) Fluorescéncia variavel relativa entre os pontos O (50 us) e K (300 us)
[Vok = (Ft — Fo) / (Fk — Fo)]; b) Fluorescéncia variavel relativa entre os pontos O
(50 ps) e J (2 ms) [Vos = (Ft— Fo) / (F3 — Fp). Obtida a fluorescéncia variavel (V,



Vok € Voy), calculou-se as diferencas cinéticas entre as plantas submetidas ao
estresse e as plantas controle (AV =V tratamento — V controle), sendo possivel
identificar nestas curvas as bandas L (aproximadamente a 150 ps) e K

(aproximadamente a 300 us).

3.3.2.2 Parametros do teste JIP

1) A produtividade ou taxas de fluxos de energia: Producgao
quantica maxima do Fotossistema Il, Po = TRo/ABS = (Fy —Fo)/FM =1—=(Fo/Fpm
= Fv/Fm; Probabilidade de um éxciton capturado, mover um elétron para além
da quinona a reduzida, yEo = ETo/TRo = 1-V;; Probabilidade que um foton
tem de mover um elétron para além da quinona a reduzida, oEo = @Po . yo =
(TRoO/ABS) . (ETo/TRo) = ETo/ABS = (1-Fo/Fn) . ( 1-V;); Probabilidade na qual
um elétron transportado do interssistema reduza o aceptor final de elétrons do
lado aceptor do fotossistema |, 8Ro = REO/ET, = (1-V))/(1-V,); Eficiéncia na
qual um exciton capturado move um elétron de Qa até o aceptor final de
elétrons do fotossistema |, pRo = REo/TRo = yEo . 6Ro; produtividade quantica
maxima de deexitagdo nao fotoquimica, [@Do = DIo/ABS = 1-@Po = Fo/Fy];
Produtividade quantica para a reducdo do aceptor final do fotossistema | por
féton absorvido 9Ro = REo/ABS = ¢Po . yEo . dRo.

2) Fluxos especificos: o fluxo especifico de absor¢éo de energia
luminosa, ABS/RC, pode ser calculado a partir do numero total de fétons
absorvidos pelas moléculas de todos os RCs dividido pelo numero total de RC
ativos, representando o tamanho real da antena de um centro de reagéo ativo;
o fluxo especifico de captura de energia de excitacdo, TRo/RC, ou taxa de
captura maxima do FSIl, trata-se da taxa maxima com que a energia de
excitacdo é capturada pelo RC resultando na reducdo de Qa (Qa" £, Qa); 0
fluxo especifico de dissipacdo da energia ao nivel das clorofilas da antena,
DIo/RC, representa a razédo da dissipacéo total de energia de excitagcdo nao

capturada nos RCs pelo nimero de RCs ativos; o transporte de elétrons



excitados, ETo/RC, considera a reoxidacdo de Qa através da cadeia de
elétrons por RCs ativos e inativos.

3) Os indices de performance fotossintética: Da excitacdo até a
reducdo dos aceptores de elétrons do intersistema, estabelecido pela equacédo
Plass = [YRC/(1-yRC)] . [@Po/(1-¢Po)] . [WEo/(1-wEO0)]; a partir da excitagdo
para a reducdo dos aceptores finais do FSI, Plags,ita = [YRC/(1-yRC)] .
[pPo/(1-¢Po)] . [WEO/(1-wEO0)] . [6Ro /(1- dRO)].

3.3.3 Andlise da Fluorescéncia da clorofila a com pulso modulado

Os parametros da fluorescéncia modulada da clorofila a foram
medidos usando um fluorémetro portétii FMS-2 (Hansatech Instruments Ltd,
King’s Lynn, Northfolk, UK). Foram realizadas medidas da fluorescéncia atual:
Produtividade quantica efetiva do fotossistema Il, (F\-Fy); Taxa de transporte
de elétrons, (ETR); Coeficiente de extingdo fotoquimico [gP = (Fm'- Fs)/(Fm'-
Fo')]; Eficiéncia fotoquimica atual do FS Il [@psy = (Fu'- Fs)/ Fu']. A utilizagdo
destes parametros permitiu a obtencéo de informacdes sobre o comportamento

efetivo dos fotossistemas.

3.3.4 Atividade de enzimas antioxidantes

A coleta das folhas de Passiflora edulis SIMS, cultivares FB 200 e FB
300 para as analise bioquimicas foi realizada pela manha, ap6s a afericdo do
potencial hidrico. As folhas foram imediatamente congeladas em nitrogénio

liquido e armazenadas em freezer a - 80°C para analises posteriores.



3.3.4.1 Extragéo Protéica

Para obtencdo do extrato enzimatico, duzentos miligramas de tecido
foliar foram macerados em N liquido com polivinilpolipirolidona (PVPP) 1%
(p/v) e homogeneizado em 4 mL de solugdo de extracdo contendo tampéao de
fosfato de potassio 200 mM (pH 6,8), EDTA 10 mM e &cido ascorbico 100 mM.
O homogeneizado foi centrifugacdo a 13.000 g por 12 minutos, a 4°C
(PEIXOTO et al.,, 1999). O sobrenadante foi utilizado para a atividade das

enzimas antioxidantes e quantificacdo das proteinas.

3.3.4.2 Dosagem da Atividade da Peroxidase (EC.1.11.1.11)

A atividade da enzima peroxidase do ascorbato (E.C. 1.11.1.11) foi
determinada pela adicdo de 0,05 mL de extrato enziméatico bruto a 3,95 mL de
meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de potassio 200 mM, pH 7,0,
acido ascorbico 10 mM e H,0, 0,1 mM (NAKANO; ASADA,1981, modificado
por KOSHIBA, 1993). O decréscimo na absorbancia em 290 nm foi monitorado
no primeiro minuto, em meio de reacdo incubado a 28 °C. A atividade
enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,8
mmol™L cm™ (NAKANO; ASADA,1981) e expressa em pmol de acido ascérbico

min* mg™* proteina.

3.3.4.3 Dosagem da Atividade da catalase (EC.1.11.1.6.)

A atividade da enzima catalase (E.C. 1.11.1.6) foi determinada pela
adicéo de 0,025 mL de extrato enzimatico bruto a 3,975 mL de meio de reagéo
constituido de tampao fosfato de potassio 200 mM, pH 7,0 e H,O, 250 mM
(HAVIR; MCHALE, 1989). A atividade foi monitorada pelo decréscimo na
absorbéancia a 240 nm durante o primeiro minuto, em meio de reacdo incubado

a 28°C. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de



extingdo molar de 36 mmol™L cm™ (ANDERSON et al., 1995) e expressa em

umol de H,0, min* mg™ proteina.

3.3.5 Conteudo de Malondiadeido (MDA)

O contetdo de MDA foi determinado por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), conforme descrito por
Buege & Aust (1978). Duzentos miligramas de tecido foliar foram macerados
em N liquido acrescido de 20% de PVPP e homogeneizado em &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000 g
por 10 minutos. Duzentos e cinguenta microlitros do sobrenadante foram
adicionados a 1 mL do meio de reacéo (0,5% (p/v) de acido tiobarbittrico (TBA)
e 10% (p/v) de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A
reacdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram
determinadas no Elisa, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundéario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do

complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equacgéo:
[MDA] = (As3s — Asoo)/(&.b),
Em que: ¢ (coeficiente de extingdo molar = 1,56 x10° cm™); b

(comprimento 6tico = 1). A peroxidacéo foi expressa em nmol de MDA g™ de

matéria fresca.



4 ANALISE ESTATISTICA

O experimento foi montado em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repeticdes por tratamento. Cada
repeticdo foi composta por uma planta. Para as fontes de variacao
quantitativas, os dados das varidveis avaliadas foram analisados por meio do
erro padréo, enquanto que para fontes de variagdo qualitativas, os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo

teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o programa Assistat 7.0.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Potencial hidrico

A diminuicdo no potencial hidrico (yw) foi bem evidente e similar em
ambas as variedades ap0s supressao hidrica (Figura 1). Entretanto, diferencas
significativas (p < 0,05) foram observadas somente apds 5 dias de total
supressao hidrica, atingindo valores préoximos a - 3,0 MPa no ultimo dia (11°

dia) em relacdo ao controle (- 0,4 MPa).

Esta diferenca representa uma redugdo do Yy de,
aproximadamente, seis vezes quando comparado as plantas controle, o que
permitiu a visualizacdo de murcha das folhas causada pela reducdo da
disponibilidade hidrica (Figura 2). Apés a reidratacdo, os valores do yw das
plantas submetidas ao déficit hidrico foram progressivamente retornando aos

valores observados para as plantas controle.
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FIGURA 1 - Potencial hidrico (yy) de duas cultivares do maracujazeiro, Passiflora edulis Sims.
(cvs. FB300 e FB200) submetidas ao déficit hidrico. Quando o yy atingiu valores negativos
proximos a -3,0 MPa), as plantas foram reidratadas, possibilitando a avaliacdo da capacidade de
recuperacao. A linha vertical separa o periodo dos tratamentos. CFB — controle, TFB - tratamento.
Os valores sdo médias (+ erro padrédo) de cinco plantas por tratamento.
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FIGURA 2 - Imagens dos maracujazeiros Passiflora edulis Sims, submetidos a dois dias (A) e
onze dias (B) de déficit hidrico e quatro dias de reidratacdo (C), mantidos em condi¢cdes de
casa de vegetacao.



5.2 indice de clorofila

As reducdes no conteudo hidrico dos tecidos foliares refletiram em
alteracdes significativas (p < 0,05) no teor de clorofila (indice SPAD) em ambas
as cultivares (Figura 3). As diferencas entre controle e tratamento foram
expressivas a partir do 5° dia até o 11° dia de supresséo hidrica em FB300
quando, entdo, as plantas foram reidratadas (Figura 3A). A cultivar FB200
apresentou diferenca estatistica apenas no 5° e 7° dia de supresséao hidrica e

no 1° dia de reidratacdo (Figura 3B).

As clorofilas sdo o0s principais pigmentos responsaveis pela
absorcdo da luz na fotossintese. Dessa forma, elas sdo responsaveis pela
conversao da energia luminosa em energia quimica, resultando em compostos
altamente energéticos como o ATP e NADPH. O teor da clorofila pode ser
influenciado tanto por fatores abidticos como bidticos, estando intimamente
relacionado com a atividade fotossintética dos vegetais (TAIZ & ZEIGER,
2009).

FB300 A FB200
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FIGURA 3 - indice de clorofila (indice SPAD) de duas cultivares do Maracujazeiro Passiflora edulis Sims. FB300
(A) e FB200 (B) submetidas ao déficit hidrico. A seta indica o inicio do periodo de recuperagao. Os
asteriscos indicam diferencga estatistica entre controle e tratamento (Tukey 5%). Os valores sdo médias (+
erro padrdo) de cinco plantas por tratamento.



E sabido que o déficit hidrico afeta o contetido de clorofila em muitas
culturas como trigo, (SARKER et al., 1999), amendoim, (ARUNYANARK et al.,
2008), cana-de-agucar, (SILVA et al.,, 2007) e limdo, (JESUS et al., 2008).
Sendo assim, sugere-se que esse pigmento pode estar envolvido em
processos de tolerancia ao déficit hidrico. Rong-hua et al (2006) mostraram, em
estudo com cevada, que o uso do teor estimado de clorofila (indice SPAD)
pode ser eficaz na avaliacdo das diferencas entre genotipos tolerantes e

suscetiveis ao déficit hidrico.

Entretanto, alguns autores chamam atencdo para o fato do indice
SPAD né&o ser uma medida muito precisa, pois diferengas como, por exemplo,
espessura foliar, sombreamento no momento da medida, hora da medida

podem influenciar nos valores desse indice.

Arunyanark et al (2008), avaliando a tolerancia ao déficit hidrico em
gendtipos de amendoim, encontraram uma forte correlagéo (r= 0,67 a 0,93, p <
0,01) entre as medidas SPAD e a densidade de clorofilas. Essa medida indireta
do indice SPAD como densidade de clorofila também foi obtida por Nageswara
Rao et al (2001). Por conseguinte, a habilidade em manter a densidade de
clorofilas frente ao déficit hidrico foi relacionada a mecanismos de tolerancia a
esse tipo de estresse em cevada (THIS et al.,, 2000) e batata (VAN DER
MESCHT et al., 2000).

No presente estudo, aumentos significativos no indice de clorofila
foram observados em ambas as cultivares durante o periodo de supresséo
hidrica. Sugere-se que esse aumento no indice de clorofila reflita um aumento
da densidade desse pigmento nos tecidos foliares, o qual foi acompanhado

pela reducao do yw, e, consequentemente, pela diminuigdo do volume celular.

Assim, considerando que as duas cultivares foram submetidas as
mesmas condi¢cdes de supressao hidrica, a diferenca observada nos valores do
indice de clorofila, a qual foi mais relevante para a cultivar FB300 (Figura 3A),
pode ser explicada pela possivel diferenca na densidade de clorofilas entre as

cultivares, uma vez que os valores do yw néo diferiram entre elas (Figura 1).



5.3 Fluorescéncia transiente da clorofila a

As curvas apresentaram um aumento polifasico caracteristico, com
os sinais de fluorescéncia aumentando desde um nivel O (Fo) até um nivel
maximo (Fy), com niveis intermediarios J e | bem definidos, demonstrando que

todas as amostras foram fotossinteticamente ativas (Figura 4).

Nas curvas OJIP da fluorescéncia transiente da clorofila a, foram
visualizadas trés fases distintas: A fase O-J é caracterizada pela reducéo
fotoquimica do aceptor primario de elétrons, Quinona A (Qa), dos centros de
reagdo do FSIl (STRASSER et al., 1995; LAZAR, 2004). A fase J-1 corresponde
a excitacdo do FSIl até a reducdo da plastoquinona. A fase I-P reflete a
transferéncia dos elétrons até o lado aceptor do FSI (OUKARROUM et al.,
2009; YUSUF et al., 2010).

Para melhor comparar o comportamento polifasico das curvas OJIP,
foi feita uma normalizacédo dos valores da fluorescéncia entre Fy e Fy expressa
como fluorescéncia variavel relativa, V; = (F; - Fo)/(Fm - Fo) (TSIMILLI-MICHAEL,
2008). Esta normalizagdo permite visualizar com clareza as diferengcas das
fases O-J, J-1 e I-P entre os respectivos tratamentos. Em adicdo, a cinética da
fluorescéncia, dada como AV , foi calculada como AV: = V; controle - V;

tratamento e apresentada na Figura 5.

No 1° dia de supressao hidrica, observou-se reducdo na fase I-P na
cultivar FB200 (Figura 5B), sem diferencas claras em FB300 (Figura 5A). Porém, apos
11 dias de supressao hidrica, a cultivar FB300 foi caracterizada por reducfes
expressivas nos valores de AV, apenas na fase J-lI (Figura 5C). Ao contrario, em
FB200, a supressao hidrica por um periodo de 11 dias causou efeitos significativos em
todas as fases da fluorescéncia OJIP (Figura 5D), dados os valores negativos da curva

AV, mostrando maior sensibilidade desta cultivar as condi¢des de deficiéncia hidrica.
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FIGURA 4 - Cinética da emissao da fluorescéncia da clorofila a (curva OJIP) de folhas
adaptadas ao escuro de plantas de Passiflora edulis Sims, cultivares FB 300 periodo de déficit
hidrico (A) e reidratacdo (B); FB 200 periodo de déficit hidrico (C) e reidratacdo (D). O eixo
horizontal apresenta o tempo (ms) em escala logaritmica e as letras O, J, | e P sinalizam o
momento em que cada ponto ocorre na curva (50us, 2ms, 30ms e 300ms, respectivamente).
As médias sdo referentes a 10 medidas independentes. Dia zero = dia anterior ao inicio do
tratamento; Sequéncia de dias 1,3,5,7,9,11 = periodo de déficit hidrico. Seqiéncia de dias
1,2,3,4,5,6: periodo de recuperacéo.
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FIGURA 5 - Diferenga das curvas OJIP (AVt) entre controle (ultimo dia antes do déficit hidrico)
e tratamento (déficit hidrico). O eixo horizontal apresenta o tempo (ms) em escala logaritmica.
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independentes.



Apés 6 dias de reidratacdo, observou-se total recuperagdo nos
valores de AV na cultivar FB300 (Figura 5E), com um aumento na eficiéncia de
transferéncia dos elétrons até o lado aceptor do FSI, evidenciado por meio de
um aumento positivo na curva AV, na fase I-P, (Figura 5E). Porém, em FB200,
foi observada uma recuperacao de aproximadamente 50% nos valores de AV,
para a fase J-l. Entretanto, o periodo de reidratacdo das plantas ndo foi
suficiente para a recuperacao total, ou mesmo parcial, dos valores de AV, para
as fases O-J e I-P, o que demonstra menor capacidade desta cultivar em
reduzir fotoquimicamente Qa e de transferir elétrons para o lado aceptor do FSl,
respectivamente (Figura 5F).

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi também duplamente
normalizada entre Fy (0,05 ms) e Fx (0,3 ms) e expressa como Wo (F; — Fo)/(F«
— Fo) de acordo com Oukarroum et al (2007). Subsequentemente, o controle
(medida feita antes da imposicdo do déficit hidrico) teve seus valores
subtraidos dos resultados obtidos das plantas submetidas aos tratamentos
(déficit hidrico e recuperacdo), gerando, entdo, o AWoy (Figura 6). Essa
diferenca nos dados transientes permite a visualizacdo da banda L. Um
aumento positivo das curvas L estd relacionado com uma diminuicdo da
conectividade energética entre as unidades do FSIl (STRASSER & STIRBET,
1998).

Neste estudo, as respostas da banda L para as plantas submetidas
ao déficit hidrico e reidratacdo diferiram entre as cultivares estudadas. Em
FB300, a diminuicdo da conectividade energética entre as unidades do FSII foi
visivel a partir do 5° dia ap6s supresséao hidrica (Figura 6A) e se recuperou no
5° dia de reidratagao (Figura 6B).

FB200 apresentou um aumento positivo na banda L ja a partir do 3°
dia de déficit hidrico, atingindo valores de amplitude maximos no 11° dia
(Figura 5C). Além disso, esta cultivar apresentou valores de desconectividade
maiores (0,070) do que os de FB300 (0,050) aos 11° dia de total supressao
hidrica. O processo de recuperacdo, por meio da reidratagcdo das plantas,

mostrou-se de forma mais efetiva em FB300, uma vez que os valores da banda
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L de todos os dias de reidratacdo permaneceram positivos em FB200 (Figura
6D).

Resultados semelhantes foram observados em cultivares de cevada,
submetidas ao déficit hidrico e recuperacdo (OUKARROUM et al.,, 2007).
Analogamente aos resultados obtidos para FB300, ap6s o periodo de
reidratacdo, os valores de AWok (banda L) se recuperaram totalmente nas
cultivares de cevada, refletindo um aumento da conectividade entre as
unidades do FSIl. Segundo Strasser et al (2004), essa recuperacdo de AWok
pode estar ligada a um aumento da toleréncia das plantas ao déficit hidrico,
visto que, uma alta conectividade entre as unidades do FSII resulta numa
utilizacdo mais eficiente da energia de excitacdo e maior estabilidade do

sistema.
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A figura 7 mostra a banda K, obtida por meio da dupla normalizacao
entre Fo e F; e expressa como Wo; = (Fi— Fo)/( F; — Fo). A diferenca entre o
controle e os tratamentos foi determinada como AWo; (YUSUF et al., 2010). A
banda K pode ser visualizada em plantas submetidas a estresse por altas
temperaturas (LAZAR et al., 1997; TOTH et al., 2005) e também por déficit
hidrico (DE RONDE et al., 2004; PINIOR et al., 2005; OUKARROUM et al,
2007).

A andlise das bandas K fornece informacdes importantes a cerca do
desbalanco entre os fluxos de elétrons do lado aceptor e doador do FSIlI, e
pode, por isso, ser utilizada como um indicador especifico de injdrias
fisioloégicas causadas pelo déficit hidrico no complexo de evolugcédo do oxigénio
(CEO) (STRASSER, 1997).

O déficit hidrico inativou o CEO em FB300 somente a partir do 7° dia
de supressao hidrica (Figura 7A). Por outro lado, um comportamento bastante
distinto foi observado em FB200, a qual, ja a partir do 3° dia, mostrou um
balanco desigual entre o lado doador e aceptor de elétrons do FSII (Figura 7C).
Essa mesma variedade apresentou valores de AWo; superiores a FB300 (0,070

e 0,050, respectivamente).

A partir do 4° dia de reidratacdo das plantas, valores negativos de
AWo; foram obtidos em FB300, o que corresponde a uma recuperagcdo da
atividade do CEO. Em FB200, essa recuperacao ocorreu somente no 5° dia de
reidratacdo das plantas, voltando a aumentar no 6° e ultimo dia de reidratacao.
Esta caracteristica foi peculiar a cultivar FB200 e pode ser um indicativo da
amplitude da desordem fisiologica causada pelo déficit hidrico nesta cultivar, o
que reforca os resultados descritos anteriormente, os quais inferem menor
tolerdncia da cultivar ao déficit hidrico. Em adigdo, essa persisténcia dos
valores positivos para a banda K no 6° dia de reidratacdo pode apontar um
efeito resultante do déficit hidrico mais expressivo no lado doador do FSII
(OUKARROUM et al., 2007).
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Strasser (1997), utilizando a fluorescéncia transiente da clorofila a
para avaliar a atividade do lado doador do FSII, concluiu que a deficiéncia no
fluxo de elétrons do lado doador para o centro de reacdo do FSII foi causada
por inibicdes na transferéncia de elétrons do CEO para o doador secundario de
elétrons, tirosina Z (Yz), a qual, por conseguinte, reduz o P680". Essa inibicéo
na transferéncia de elétrons deve-se aos danos causados em nivel de CEO, os
quais comprometem as reacdes de oxidacdo da agua e posterior liberacdo dos

elétrons para Y.
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FIGURA 7 - Mudancas na curva da fluorescéncia transiente da clorofila a normalizada entre Fq e F,
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1,2,3,4,5,6: periodo de recuperacgéo por reidratacdo — FB300 (B) e FB200 (D).



5.4 Parametros do test-JIP

Os fluxos especificos, obtidos por meio da analise JIP (teste JIP)
também foram estudados e revelaram diferencas expressivas entre as

cultivares submetidas ao déficit hidrico e recuperacéao.

Os fluxos especificos de absorcdo (ABS/RC), captura (TRo/RC),
transporte (ETo/RC) e dissipacdo (DIo/RC) de energia variaram
significativamente na cultivar FB200 em resposta ao déficit hidrico. Alteracdes
pouco expressivas foram observadas em FB300 (Figura 8). Em FB200,
diferencgas significativas em ABS/RC e TRo/RC foram observadas apos 11 e 7

dias do inicio da supressao hidrica, respectivamente (Figura 8B e D).

Apébs a reidratacdo das plantas, os valores de ABS/RC e TRo/RC
permaneceram significativamente maiores nas plantas previamente submetidas
a supressdo hidrica, muito embora os valores absolutos desses dois
parametros tenham reduzido (reducdo ndo significativa) no 4° dia de
reidratac@o (Figura 8B e D). ETo/RC variou pouco em FB200 frente ao déficit
hidrico (Figura 8F).

Outro dado que sugere a maior sensibilidade da cultivar FB200 ao
déficit hidrico foi o aumento crescente no fluxo especifico de dissipacédo da
energia ao nivel das clorofilas do sistema antena, DIo/RC (Figura 8H). A partir
do 11° dia de supressao hidrica, os valores de DIy/RC foram significativamente

maiores em FB200.

Analogamente aos resultados observados para as razbes ABS/RC e
TRo/RC, a reidratacdo das plantas ndo resultou em total recuperacdo dos
valores de DIo/RC (Figura 8H). Em FB300, aumentos de DIy/RC decorrentes do
déficit hidrico ocorreram apds 9 dias de supressado hidrica. Porém, ja no 1° dia
de reidratacdo em diante, DIo/RC foi similar ao das plantas controle (Figura
8G).



De acordo com Silva et al (2010), sob déficit hidrico, as plantas
ativam mecanismos especificos para a dissipacédo da energia de excitagdo em
excesso., 0 que eleva os valores da razéo DIy/RC. Elevados valores de DIy/RC
est&o associados a ocorréncia da fotoinibicéo. E valido ressaltar que processos
fotoinibitorios estédo relacionados também a reducdes na eficiéncia maxima de
captura de energia de excitacdo, ou Fy/Fy (DEMMIG & BJORKMAN, 1987).
DIo/RC indica a taxa de dissipacdo de energia de excitacdo em relacdo ao

namero de centros de reacao ativos.

Neste sentido, os valores de DIo/RC podem ser influenciados pela
razdo de centros de reacdo ativos e inativos. No presente estudo, os aumentos
significativos de DIo/RC observados em FB200 podem estar refletindo a
inativacao de centros de reacdo como resposta ao déficit hidrico, evidenciando,

mais uma vez, a maior sensibilidade desta cultivar a defici€ncia hidrica.

A figura 9 apresenta as taxas de fluxo de energia: Po = (TRo/ABS)
= (1 - (Fo/Fm) = FJ/Fy), a eficiéncia pela qual um féton absorvido sera
capturado pelo centro de reacao do fotossistema Il; (Weo) = ETo/TRo = (1- V),
probabilidade de um elétron capturado ser transportado para além de Q,’; @EO
= ETo/ABS = [1 — (Fo/Fm)], produtividade quantica para transportar elétrons
(FALQUETO et al., 2010).

A partir do 9° dia de déficit hidrico, onde o yw atingiu valores
préximos de - 2,5 MPa, FB200 apresentou uma queda gradual em @Po em
relacdo ao seu controle, recuperando esses valores somente no 5° dia apés
reidratacdo (Figura 8B). Em FB300, reducdes significativas na eficiéncia
quantica maxima do FSIl entre os tratamentos também foram observadas
(Figura 9A).
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FIGURA 8 - Fluxos especificos da fluorescéncia da clorofila a de acordo com o teste OJIP. Absorcao de energia
luminosa, ABS/RC — (A) e (B); Captura de energia de excitagdo, TRo/RC — (C) e (D); Transporte de energia
de excitagao, ETo/RC — (E) e (F); Dissipacao da energia ao nivel das clorofilas da antena, DIo/RC — (G) e (H)
em cultivares (FB300 e FB200) do maracujazeiro Passiflora edulis Sims irrigadas (controle) e sumetidas a
déficit hidrico (Tratamento). A seta indica o inicio da recuperacao das plantas promovido pela reirrigagdo. O
asterisco (*) indica que houve diferencas significativa entre os tratamento no mesmo periodo. Os valores
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Entretanto, a diminuicdo de @Po so foi significativa no ultimo dia de
déficit hidrico, quando as plantas apresentaram um Yy proximo a - 3,5 MPa.
Além disso, a recuperacgdao eficiéncia quantica maxima dessa cultivar ocorreu a
partir do 3° dia de reidratacdo, diferentemente da cultivar FB200, na qual
observou-se uma recuperacéo total de @Po 5 dias apos o inicio da reidratacdo
das plantas.

Reducdes na eficiéncia quantica maxima do FSIl sdo caracteristicas
em eventos de déficit hidrico. Ennajeh et al (2009), trabalhando com cultivares
de oliveiras tolerantes e sensiveis a seca, também encontrou um declinio de
¢Po a medida que o processo de supressdo hidrica foi tornando-se mais
severo. Reducdes em @Po implicam na alteracdo da eficiéncia no processo de
conversdo fotoquimica, o que pode sugerir danos e possivel inibicdo da
atividade do FSIl (RANJBARFORDOEI et al., 2006).

Este parametro (¢Po), associado ao fluxo especifico de dissipacdo
da energia ao nivel das clorofilas do sistema antena, DI¢/RC, tem sido
utilizados para caracterizar eventos de fotoinibicAo em plantas. Neste estudo,
essa inibicdo mostrou-se mais acentuada em FB200, uma vez que essa cultivar

s6 se recuperou a partir do penultimo dia de reidratacao.

Quando as taxas de fluxo de energia Wgo € @EO (Figura 9), dro, Pro €
¢Do (Figura 10) e @Ro (Figura 11) foram comparadas entre tratamento e
controle para as duas cultivares FB300 e FB200, de modo geral, reducdes mais
pronunciadas em todos os parametros foram evidentes na cultivar FB200. Além
disso, uma caracteristica marcante desta cultivar foi o tempo requerido para a
recuperacgédo total dos valores das taxas de fluxo de energia, o qual foi maior

guando comparado aquele exigido pela cultivar FB300.
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FIGURA 9 - Parametros da fluorescéncia da clorofila a em resposta a periodo de déficit hidrico e
recuperacdo em plantas de maracujazeiro. Produgdo quantica maxima do Fotossistema Il, (¢Po),
Probabilidade de um elétron capturado ser transportado para além de Q,, (WEo), Probabilidade de um
féton absorvido mover um elétron para além de Q,, (9E0) em plantas de maracujazeiro (Passiflora edulis
Sims., cvs. FB300 e FB200) submetidas a periodo de déficit hidrico e recuperagéo. As setas indicam o
inicio da reidratagcdo das plantas. Os asteriscos indicam diferenca estatistica (Tukey 5%). Os valores sdo
médias ( + erro padrédo) para 5 plantas.



Esses parametros refletem, em conjunto, praticamente todo o
processo fotoquimico das plantas, desde a captura dos elétrons no centro de
reacdo do FSII com posterior reducédo de Qa’, seguindo para o intersistema até
a reducdo dos aceptores finais do FSI. Dessa forma, de acordo com os
resultados descritos, a cultivar FB200 mostrou uma menor tolerancia

fotoquimica ao déficit hidrico.

Dentre esses parametros, a produtividade quéantica para a reducdo
do aceptor final do FSI por féton absorvido @r, = REO/ABS = @p, . Weo . Oro,
merece destaque por associar a ela trés outros parametros: (1) a produtividade
quantica maxima da fotoquimica primaria (¢po), (2) a probabilidade de um
elétron capturado ser transportado para além de Qa” (Wgo) € (3) a probabilidade
de um elétron transportado do intersistema reduzir o aceptor final de elétrons
do lado aceptor do FSI (dro) (STRASSER et al., 2004).

Pro reduziu gradativamente em ambas as cultivares (Figura 11A e
B). Entretanto em FB300, apds 2 dias de reidratagédo, os valores de @g, das
submetidas ao déficit hidrico igualaram-se aos do controle (Figura 11A). Por
outro lado, FB200 apresentou diferenca significativa entre tratamento e controle
durante quase todo o periodo de experimento e a recuperacao foi observada
somente a partir do 4° dia reidratacéo (Figura 11B). @ro ( = RE0/ABS) e a fase
I-P da curva OJIP estéo relacionados a velocidade de reducdo do aceptor final
de elétrons do FSI (SCHANSKER et al., 2003).
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InibicBes do lado aceptor de elétrons do FSI e consequiente acimulo
de plastoquinona reduzida, foram descritos por Okarroum et al (2009) e Van
Heerden et al (2007), ao avaliarem a tolerancia de variedades de cevada e de
espécies arbustivas ao déficit hidrico, respectivamente. Assim, os resultados
descritos para a cultivar FB200 estdao de acordo com os registrados por esses
autores, como se pode observar nas figuras 6D e 11B, onde a redugéo de @go
foi associada a total restricdo da fase I-P, mesmo apdOs a reidratacdo das

plantas.

Este resultado pode, ainda, estar associado ao aparecimento da
banda K (Figura 7C e D), uma vez que a fase I-P da curva OJIP remete a um
desbalanco entre o lado doador e aceptor de elétrons do FSIl (STRASSER,
1997). E valido ressaltar que a banda K surgiu nas duas cultivares estudadas.
Porém, em FB200 os valores de AWg; ndo foram similares aos valores iniciais

do periodo de experimento, mesmo apos 6 dias de reidratacao.
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FIGURA 11 - Parametro da fluorescéncia da clorofila em resposta ao periodo de déficit hidrico e recuperagéo
em plantas de maracujazeiro. Produtividade quantica para a reducao do aceptor final do fotossistema |
por féton absorvido (pRo) em plantas de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims., cvs. FB300 e FB200).
As setas indicam o inicio da reidratacdo das plantas. Os asteriscos indicam diferenca estatistica (Tukey
5%). Os valores sao médias ( + erro padréo) para 5 plantas.



Outro parametro utilizado para analisar as respostas das cultivares
do maracujazeiro Passiflora edulis Sims ao déficit hidrico e recuperacao foi o
indice de vitalidade ou PI (performance index). Trata-se de um parametro da
fluorescéncia da clorofila que fornece informacdes a cerca da vitalidade das
plantas (MEHTA et al., 2010). O Plags refere-se a conservacao de energia de
fétons absorvidos pelo FSIlI (ABS), captura da energia de excitagdo (TR) e
conversdo da excitacdo de energia para o transporte de elétrons (ET) do
intersistema (STRASSER et al., 2000).

No presente estudo, Plags diferiu em resposta aos periodos de
deficiéncia hidrica e reidratacdo nas duas cultivares estudadas (Figura 12). Em
FB300 esse parametro praticamente teve seus valores recuperados em relacao
ao seu controle j4 no 1° dia de reidratacao (Figura 12A). Por outro lado, FB200
mostrou valores estatisticamente distintos entre controle e tratamento durante
quase todos os dias do experimento, persistindo mesmo apos a reidratacdo
das plantas (Figura 12B). Uma queda acentuada do Plags também foi
encontrada em espécies arbustivas desérticas sob supressdo hidrica na
medida em que os niveis de deficiéncia hidrica tornavam-se mais criticos (VAN
HEERDEN, 2007).

O Plass toTaL leva em consideracdo a conservacédo de energia de um
féton absorvido pelo FSIl para reducédo dos aceptores finais do FSI. Segundo
Strasser et al (2010), esse parametro vem sendo muito usado e discutido nas
investigacdes de estresse bidticos e abidticos em plantas. Em ambas as
culltivares, reducdes significativas de Plags tora. foram observadas ja nos

primeiros 5 dias de déficit hidrico (Figura 12C e D).

Entretanto, FB300 recuperou-se totalmente a partir do 1° dia de
reidratacdo (Figura 12C). Isso demonstrou que essa cultivar, quando submetida
ao déficit hidrico, ndo sofreu danos irreversiveis ou mesmo alteragbes mais
profundas com a desidratacdo, indicando, dessa forma, maior tolerancia a
supressdao hidrica se comparada a FB200, na qual a manutencao de diferenca
estatistica entre tratamento e controle até o final do experimento foi

caracteristica (Figura 12D). Segundo Yusuf et al (2010), 0 Plags toraL € um dos



parametros mais sensiveis do teste JIP, por incorporar diversos parametros

que séo avaliados na fluorescéncia rapida OJIP.

Dessa forma, segundo os dados dos Pls, a cultivar FB200 ndo se
recuperou do estresse resultante da desidratacdo das plantas. Essa resposta &
corroborada por resultados anteriores como AVt (Figura 5F), banda L (Figura
6D), banda K (Figura 7D) e DIy/RC (Figura 8H), os quais, mesmo apés 6 dias de
reidratacdo, também ndo apresentaram uma recuperacdo total na cultivar
FB200.
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FIGURA 12 - indice de desempenho (Plags) € (Plagstoral) de duas cultivares (FB300 e FB200) do maracujazeiro
Passiflora edulis Sims submetidas ao periodo de déficit hidrico e recuperacao por reidratacdo. A seta
indica o inicio da recuperacado das plantas. O asterisco (*) indica que houve diferencas significativa entre
os tratamento no mesmo periodo. Os valores sédo médias + desvio padrao (n=5).



5.5 Parametros da fluorescéncia modulada da clorofila a

A eficiéncia quantica para a captura de energia no FSIl adaptado a
luz (FV/F\') reduziu significativamente nos 7°, 9° e no ultimo dia de déficit
hidrico em FB300, com recuperacéo ja no 1° dia de reidratacdo (Figura 13A).
Em FB200, a recuperagéo total de F\//Fy’ ocorreu no 4° dia de reidratacado
(Figura 13B). Essa mesma cultivar apresentou valores marcadamente mais
baixos (p < 0,05) no ultimo dia de supressao hidrica quando comparado a

FB300.

Analogamente, reduc¢des similares as observadas para F'/Fy’ foram
descritas para a eficiéncia fotoquimica efetiva do FS Il (@ps;) em ambas as
cultivares (Figura 13G e H). Da mesma forma, @ps; apresentou maior reducéo
e maior tempo para recuperagao na cultivar FB200 (Figura 13H). Silva et al
(2010) também encontraram uma reducdo de cerca de 50% nos valores da
produtividade quéntica efetiva da fotoquimica primaria em plantas de pinhao
manso sob déficit hidrico. O mesmo ocorreu com Liberato et al (2006),
trabalhando com plantulas de Minquartia guianensis Aubl. submetidas ao

déficit hidrico e recuperacéo.

Stefanov & Terashima (2008), trabalhando com feijdo de fava
submetido a intensidades luminosas distintas, concluiu que uma diminui¢do de
FV/IFM' e @psi pode estar relacionada com o aumento da perda de energia néo
fotoquimica. O resultado desses autores corroboram os observados neste
estudo, e é reafirmado pelo aumento continuo de DIo/RC (Figura 8H) até o fim

do experimento na cultivar FB200. Essa dissipacdo corresponde a uma perda



da absorcdo de energia através de calor, fluorescéncia ou outros sistemas

(STRASSER, 2004).

Segundo Souza et al (2005), essa perda de energia de excitacdo na
forma de dissipacéao, principalmente na forma de calor, refere-se a um possivel
mecanismo de foto-protecdo, o qual mantém o aceptor primario de elétrons
(Qa) do FSIl em seu estado oxidado (QA"), diminuindo assim, a possibilidade de
fotodanos. Entretanto, mesmo apresentando elevados valores de DIo/RC, a
cultivar FB200 foi a que apresentou uma maior queda nos valores de Fy/Fy,
FVIFM e @ps), comparada aos seus respectivos controles. A queda desses
parametros esta associada diretamente ao acumulo de Qa resultante do

aumento na proporcao de centros de reacao inativos (GENTY et al., 1989).

Assim como mencionado anteriormente, a diminuicdo de F\/Fy
(Figura 9) pode estar relacionado a danos foto inibitérios (COLOM & VAZANA,
2003), que podem promover a inativacdo do FSII, inativando o complexo de
evolucdo do oxigénio (CEO), que, por sua vez, pode promover danos a
proteina D1 do FSII (OHNISHI et al., 2005). Esse dano ao CEO é comprovado
pelo surgimento da banda K em ambas as cultivares, com resultados mais
pronunciados em FB200 (Figura 7). A taxa de transporte de elétrons, ETR
(Figura 13C e D) e o coeficiente fotoquimico, gP (Figural4dE e F) néo
apresentaram muitas diferencas em ambas cultivares durante todo o periodo

de experimento.
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FIGURA 13 - Produtividade quantica efetiva do fotossistema I, (F\Fy); Taxa de transporte de elétrons,
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inicio da recuperacao das plantas. O asterisco (*) indica que houve diferencas significativa entre
os tratamento no mesmo periodo. Os valores sao médias + desvio padrdo (n=10).



5.6 Atividade de enzimas antioxidantes e peroxidacédo de lipideos

Neste estudo, a atividade da catalase diminuiu gradualmente com o
déficit hidrico em ambas as cultivares (Figura 14A e B). Contudo, em FB300,
esse decréscimo foi significativo aos 7° e 11° dia apOs supressao hidrica
(Figura 14A). Por conseguinte, reducdes na atividade da CAT em FB200 foram
evidentes apos o 1° dia durante todo o periodo de estresse até o 2° dia de

recuperacao, a partir do qual permaneceram similares ao controle (Figura 14B).

Por outro lado, um aumento significativo (p < 0,05) na atividade da
peroxidase do ascorbato (APX) foi observado em ambas as cultivares
submetidas ao déficit hidrico (Figura 14C e D). Ap6s 11 dias de supressao
hidrica, observou-se um aumento de +350 e 233% na atividade da APX em
FB300 e FB200, respectivamente, em relacdo ao dia zero, enquanto pouca
variacdo foi observada nas plantas controle. Diferencas entre tratamento e
controle foram observadas a partir do 7° dia de supresséo hidrica até o ultimo
dia de recuperacédo analisado em ambas as variedades (Figura 14C e D). Este
resultado mostra que mesmo apdés 5 dias de reidratacdo das plantas, a
atividade da APX ndo reduziu até o valor observado no controle, apresentado
um aumento de +155 e 187% na atividade da APX em FB300 e FB200,

respectivamente, em relagéo ao controle do dia para cada cultivar.

A supressao hidrica também causou alteracfes significativas em
nivel de membranas celulares, as quais foram avaliadas, neste estudo, por
meio da dosagem do contetdo de malondialdeido (MDA), composto secundario
da peroxidacéao de lipidios (MITTLER, 2002). Na cultivar FB300, o contetdo de
MDA aumentou significativamente (p < 0,05) somente no 11° dia de supressao
hidrica (x200%), igualando seus valores, a partir dai, ao controle (Figura 14E).
Em FB200, o conteado de MDA foi maior no 3° (+x160%) e 11°(+166%) dia de
supressao hidrica e no 2° dia de reidratacéo (£166%), quando comparados ao

seu respectivo controle (Figura 14F).



Segundo Asada (1999) diversos trabalhos vem mostrando que as
injurias causadas, seja por estresse bidtico ou abibtico, sdo, em parte,
disparadas por estresse oxidativo. Enzimas antioxidantes como, por exemplo,
catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX), atuam na defesa dos
mecanismos fotossintéticos das plantas contra os danos oxidativos que podem
ser formados diante de condigcbes ambientais estressantes (CAVALCANTI et
al., 2004).

Neste estudo, o estresse oxidativo foi claramente estabelecido em
ambas as cultivares submetidas ao déficit hidrico, como indicado pelo aumento
da peroxidacao de lipideos descrito acima. O acumulo de &cido tiobarbitarico
(TBARS) nos tecidos foliares € um bom indicativo de danos oxidativos em
plantas (SILVA et al., 2010). Por conseguinte, a inibicdo da atividade da CAT
causada pela deficiéncia hidrica em ambas as cultivares pode estar
relacionada a mecanismos de auto-regulacdo da expressdo génica ou por
degradacédo e ou por desnaturacao/inativacao destas proteinas (CAVALCANTI
et al., 2007). Estes resultados foram corroborados por Silva et al (2010) em

plantas de pinh&o manso.

Enquanto a CAT é encontrada no peroxissomo e atua sobre o H,0;
somente em altas concentracdes, a APX é encontrada em diversos locais das
células como cloroplastos, citosol, mitocéndrias, apoplasto e peroxissomos e
por possuir uma alta afinidade ao peroxido de hidrogénio, age na reducédo do
H.O, a H,O quando esse EROs é encontrado em baixas concentracdes na
célula (MITTLER, 2002). Palatnik et al (2002) em estudo com plantas mutantes
de cevada, deficientes em catalase, concluiu que sob deficiéncia de CAT, pode
haver um aumento da expresséo génica e atividade das diversas isoformas da
APX, como forma compensatoria da reducdo/inibicdo da CAT. Porém, esse
aumento da atividade da APX para a cultivar FB200 n&o foi suficiente para
evitar o dano oxidativo provocado pelo acumulo de H,O, nos tecidos foliares
(dados nédo mostrados).



>

umol H202 min-1 mg-1 proteina

umol H202 min-1 mg-1 proteina

MDA (nmol ml-1)

CATALASE

FB300 FB200
0,012 - 0,012 -
—©—Controle —@—Tratamento \E —©— Controle —@— Tratamento
0,01 - * g 0,01 - *
s * *
0,008 - < 0,008 -
oo
£
0,006 1 7 0,006 -
E
0,004 - § 0,004 -
o
T
0,002 - o 0,002 -
£
3
0 0
PEROXIDASE
FB300 FB200
—©—Controle —@— Tratamento —©— Controle —@— Tratamento
0,1 7 * s 017
£
0,08 - 2 0,08 - * * *
° *
0,06 & 0,06 - *
£
0,04 - - 0,04 -
£
0,02 € 0,02 -
o~
0 2 o
T
0 1 3 7 11 1 2 4 5 _g 0 1 3 7 11 1 2 4
Dias = Dias
MDA
FB300 FB200
14 1 —©—Controle —@— Tratamento 14 1 —©— Controle —@— Tratamento
12 4 12 *
10 * = 10 4 " *
£
8 = 8-
£
6 £ 61
3
4 s 4
2 2
0 0
1 3 7 11 2 5 1 3 7 11 2 5
Dias Dias

FIGURA 14 - Atividade das enzimas catalase e peroxidase e concentracdo de malondialdeido em duas
variedades (FB300 e FB200) do maracujazeiro Passiflora edulis Sims, submetidas ao periodo de déficit
hidrico e recuperacdo. As setas indicam inicio da recuperacdo por reidratagdo. Asterisco indica
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trés repeticoes.



O excesso de H,0, produzidos nos peroxissomos e cloroplastos
pode difundir-se para o citosol e ser convertido em radicais hidroxil (OH)
(Moller et al., 2007), contribuindo diretamente para o aumento da peroxidacao
de lipideos, como observado neste estudo através do aumento do
malondialdeido (MDA), composto secundario da peroxidacdo de lipidios
(MITTLER, 2002; BACELAR, 2006).

Outros trabalhos com plantas submetidas a déficit hidrico também
confirmaram um aumento de MDA com o0 avanco da supressdo hidrica,
reafirmando a forte ligacdo entre o estresse oxidativo e o déficit hidrico
(ENNAJEH et al., 2009; SILVA et al., 2010). Neste sentido, sugere-se que 0
sistema enzimético antioxidante ndo foi suficiente para proteger as plantas
contra danos oxidativos, visto o acimulo de H,0, (dados ndo mostrados) e 0s
elevados niveis de peroxidacao de lipideos.

Os resultados obtidos neste estudo revelaram a complexidade das
relacbes entre danos fotoquimicos e oxidativos em cultivares de maracuja
submetidas ao déficit hidrico. Sem duvidas, as mudancas da atividade
fotoquimica das plantas e na atividade de enzimas antioxidantes ndo séo
suficientes para explicar algumas das respostas fisioldgicas das cultivares de

maracujazeiro frente ao estresse hidrico.

O aumento do conteudo de MDA pode ter sido provocado pelo
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) causadas pela ruptura dos
mecanismos de conversdo da energia luminosa em energia quimica frente ao
déficit hidrico (ENNAJEH et al.,, 2009). Neste estudo, esses dados sdao
comprovados pelos resultados descritos para os fluxos especificos de
absorcéo, taxas de fluxos de energia e indices de desempenho. Contudo, 0
aumento nos niveis de MDA provocados pela reacdo em cadeia da diminuigdo
na atividade dos processos fotoquimicos gerando EROs, foi mais acentuado na
cultivar FB200 do que em FB300. Isto confirma a maior susceptibilidade da
cultivar FB200 ao déficit hidrico.



6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através da rapida fluorescéncia da clorofila a,
teste JIP, fluorescéncia modulada, indice de clorofila, enzimas antioxidantes,
contetdo de MDA, mostraram que o déficit hidrico prejudicou a atividade
fotoquimica e o metabolismo oxidativo das duas cultivares do maracujazeiro

Passiflora edulis Sims.

Os dados também mostraram que as cultivares estudadas diferem
em relacdo as suas respostas ao déficit hidrico e recuperacao. A cultivar FB300
apresentou uma maior plasticidade fisiolégica para tolerar a imposicdo da
supressdo hidrica confirmada pelo menor declinio na maioria das andlises
realizadas e pelo menor tempo necessario para sua recuperacao ao nivel do

controle.
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