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RESUMO

Neste trabalho foram utilizadas plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.),
no mesmo estadio de desenvolvimento e sob iguais condicdes de manejo
cultural, cultivadas em duas fazendas comerciais: uma na regido norte,
litoranea (Pontal do Ipiranga, Linhares) e a outra na regido noroeste,
montanhosa (Itarana) do Estado do Espirito Santo com o objetivo de avaliar o
desempenho fotossintético in situ. Foram realizadas medidas durante um ano
(maio/2010 a maio/2011) do crescimento, indice de clorofila, trocas gasosas,
fluorescéncia transiente e modulada da clorofila a. Andlises in vitro dos teores
de clorofila e da atividade de enzimas antioxidantes também foram realizadas.
Os resultados obtidos mostraram que as plantas cultivadas no interior do
estado do Espirito Santo apresentaram maior crescimento em altura e maior
eficiéncia real do uso da &gua (A/E). As plantas desta regido também
apresentaram menor atividade antioxidante (SOD, CAT e APX) em resposta a
uma menor producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). As plantas
cultivadas no litoral, com solo de menor disponibilidade de nutrientes,
apresentaram maiores teores de clorofila a e b, maiores taxas de fotossintese
liquida (A) e maiores indices de desempenho fotoquimico. Infere-se, portanto
que as plantas de pinhdo manso possuem estratégias adaptativas que |hes
permitem viver em ambiente de condicdes adversas. Além disso, a
fluorescéncia transiente da clorofila a mostrou-se eficiente para avaliar o
desempenho fotossintético de plantas do pinhdo manso cultivadas sob

condicdes de estresse ambientais: hidrico, térmico e nutricional.

Palavras-chaves: crescimento, trocas gasosas, fluorescéncia, pinhdo manso



ABSTRACT

In this work we used plants of Jatropha (Jatropha curcas L.) in the same stage
of development and under the same conditions of cultural management, grown
in two commercial farms: one in the north coast (Depth of Ipiranga, Linhares)
and the other in northwest, mountainous (Iltarana) State of the Holy Spirit in
order to evaluate the photosynthetic performance in situ. Measurements were
carried out over a year (May/2010 to May/2011) growth, chlorophyll content,
gas exchange, fluorescence transient and modulated chlorophyll a. In vitro
analysis of chlorophyll content and activity of antioxidant enzymes were also
performed. The results showed that plants grown in the state of the Holy Spirit
had higher growth in real time and greater efficiency of water use (A/E). The
plants of this region also showed lower antioxidant activity (SOD, CAT and
APX) in response to the expected lower production of reactive oxygen species
(ROS). Plants grown on the coast, with lower availability of soil nutrients,
showed higher levels of chlorophyll a and b, higher rates of net photosynthesis
(A) and higher rates of photochemical performance. It is inferred therefore that
the Jatropha plants have adaptive strategies that allow them to live in adverse
environmental conditions. In addition, the chlorophyll a fluorescence transient
was efficient to evaluate the photosynthetic performance of plants of Jatropha

grown under environmental stress conditions: water, heat and nutrition.

Keywords: growth, gas exchange, fluorescence, Jatropha
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1. INTRODUCAO

Jatropha curcas L., cujo nome vulgar no Brasil é pinhdo-manso, pertence
a familia das Euforbiaceas, a mesma da mamona e da mandioca. Trata-se de
um arbusto grande com crescimento rapido, facil propagacdo e vida longa,
podendo crescer e sobreviver com poucos cuidados, ou seja, em solos de
baixa fertiidade (ARRUDA et al., 2004). Sua altura normal é de dois a trés
metros, mas pode alcancar até cinco metros em condigcbes especiais
(CORTESAO, 1956). Adapta-se a uma ampla faixa climatica com temperaturas
médias de 18 a 28,5°C (BELTRAO; CARTAXO, 2006) e segundo Saturnino et
al. (2005) é uma espécie xerdfita que sobrevive utilizando a agua armazenada
no caule apo6s a producao de frutos, entre janeiro e julho, quando entdo entra
em repouso vegetativo, com perda das folhas, até o inicio das chuvas em
outubro, periodo que comeca nova brotacdo. Suas sementes ndo comestiveis,
e, portanto, ndo sdo levadas por passaros ou animais, possibilitando a sua
utilizacdo como cercas vivas (ALVES et al.,, 2008). Esta espécie pode ser
encontrada em quase todas as regides intertropicais, desde a América Central,
China, india, Filipinas e Timor Leste, até as zonas temperadas, neste caso, em
menor propor¢ao (HELLER, 1996).

O biodiesel atualmente assume um papel importante na economia
mundial devido a diminuicdo das reservas de petroleo e a crescente crise
ambiental decorrente da emisséo de gases do efeito estufa. A espécie Jatropha
curcas L. vem se destacando como uma alternativa viavel para a producéo de
biodiesel, principalmente por ser uma cultura que ndo entra em competicdo
com o mercado alimentar (CARDOSO, 2009).

No Brasil, com a implantacdo do Plano Nacional de Producédo de
Biodiesel surgiu o interesse na producao do pinhdo-manso. Nery et al. (2009)
e Andréo-Souza et al. (2010) relatam que esta espécie de oleaginosa é
considerada uma cultura potencial para atender a este programa. Aléem de
possuir potencial de rendimento de grdos e 0Oleo, em sua fase inicial, esta
espécie pode ser cultivada em consércio com outras culturas de interesse
econdbmico e alimentar. No Brasil, os plantios comerciais de pinhdo-manso

ainda encontram-se em fase inicial de implantacdo e domesticacao, entretanto,



espera-se que a cultura deixe de ser um potencial e passe a ser efetivamente
uma matéria-prima para o mercado de biodiesel (ANDREO-SOUZA et al.,
2010).

Entre os fatores abioticos que limitam a produtividade das plantas, pela
presenca de espécies reativas de oxigénio (EROS ou ROS), destacam-se o0s
altos niveis de radiagdo solar incidente. No entanto, a producéo de EROS nas
plantas pode ser em respostas a varias condicbes ambientais adversas, como
falta ou excesso de agua, altas e baixas temperaturas e luminosidade, estresse
biético e outros (MALLICK; MOHN, 2000).

O excesso de EROS, proveniente de altas temperaturas ou por
exposi¢cdes prolongadas a altos niveis de luminosidades, pode acarretar sérios
problemas para a fotossintese, uma vez que o0 excesso de energia ndo
dissipada pode causar sobre-excitacdo dos centros de reacdo, gerando danos
a integridade e funcionalidade celular, em especial, ao fotossistema Il (FSII)
devido as suas propriedades estruturais e moleculares (ARAUJO et al., 2009).

Nos cloroplastos, sob estresse, destacam-se a producdo do radical
superéxido (Oz), o peréxido de hidrogénio (H.O,) e o radical hidroxila (OH")
gue sdo EROS altamente reativas capazes de gerar peroxidacdo de lipideos e
desnaturacao de proteinas (ASADA, 1999; LIMA et al., 2005). Com o aumento
do estresse, a peroxidacdo de lipideos pode evoluir para uma
descompartimentalizacdo celular (LIMA et al., 2005). A formacdo de EROS
pode comprometer a sintese de proteinas prejudicando todo o metabolismo,
em especial, a fotossintese pela inibicdo da sintese de D1, proteina
fundamental na formacao do fotossistema Il (NISHIYAMA et al., 2006).

Para uma protecdo de suas atividades basicas funcionais as plantas
contam com a atuagdo de um complexo sistema de defesa antioxidativo
(ASADA, 1999). A situacéo de estresse induz a expressdo dos genes desse
complexo a codificarem as enzimas antioxidantes, principalmente a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato (APX) (JIANG;
ZHANG, 2002). A SOD atua como a primeira linha de defesa contra os danos
celulares provocados por ROS, pois catalisa a formagao de H,0, a partir de Oy’
fornecendo substrato para a atuacdo de outras enzimas antioxidantes — CAT e
APX.



Em plantas superiores o principal pigmento fotossintético capaz de
absorver a radiacdo visivel para as rea¢fes fotoquimicas da fotossintese séo
as clorofilas (a e b) e os carotendides (MARENCO et al., 2007). No entanto, as
moléculas de clorofilas ndo absorvem toda a luz que incide sobre a folha, pois
alguns fétons sao transmitidos e outros refletidos. Da luz absorvida, 50% dos
fotons ativam as moléculas de clorofila do fotossistema Il e 50% as do
fotossistema | (CAMPOSTRINI, 2008).

Ao receber a energia luminosa as moléculas de clorofila deixam seu
estado basal indo para o estado excitado denominado estado singleto 1. Assim,
apos receberem a energia dos fotons os pigmentos fotossintéticos dissipam
esta energia por meio de trés vias de dissipacdo que sao: dissipacdo
fotoquimica, fluorescéncia e calor (CAMPOSTRINI, 2008; BAKER;
ROSENPVIST, 2004).

A andlise das diversas variaveis da fluorescéncia da clorofila a determina
a eficiéncia fotoquimica da fotossintese, sendo suas principais variaveis
calculadas a partir da fluorescéncia inicial (quando todos os centros de reacao
estdo “abertos” - Fp), fluorescéncia maxima (indica a completa reducédo da
quinona A (Qa) a partir da incidéncia de um pulso de luz no centro de reagao
Qa, - Fm), fluorescéncia variavel (representa o fluxo de elétrons do centro de
reacdo do fotossistema Il (P680) até a plastoquinona - F,) e rendimento
guantico maximo do fotossistema Il (rendimento quantico dos processos
fotoquimicos desse fotossistema - F,/F;) (OUKARROUM et al., 2009;
MAXWELL; JOHNSON, 2000). Outro parametro que informa a quantidade de
elétrons transportados é o ®rs 1, sendo, portanto um indicativo da intensidade
de fotossintese (BAKER; ROSENPVIST, 2004).

A avaliacdo da atividade fotossintética das plantas a partir da analise
cinética da fluorescéncia da clorofila a permite obter informacdes sobre os
parametros estruturais e funcionais, que quantificam o desempenho e atividade
da maquinaria fotossintética. E uma técnica eficiente, rapida, sensivel e nédo
invasiva e por isso tem sido amplamente utilizada para a avaliacdo do impacto
de diferentes tipos de estresse (YUSUF, 2010) provocado pela intensidade
luminosa (GONCAVES et al.,, 2010), temperatura (MARENCO et al., 2007),
ozbnio (MORAIS et al., 2011), seca (MACHADO et al., 2004), salinidade
(ZANANDREA et al., 2006) e metais pesados (KONRAD et al., 2005).



Neste trabalho a fluorescéncia transiente da clorofila a foi utilizada nas
folhas de plantas de pinhdo manso cultivadas em dois ambientes diferentes.
Tal procedimento objetivou obter informacdes sobre os efeitos do estresse de
temperatura e luminosidade na maquinaria fotossintética. Dentre os diversos
parametros obtidos por essa técnica destaca-se o indice de Desempenho (PI)
que guantifica as principais etapas fotoquimicas dos fotossistemas Il e | (FSIl e
FSI respectivamente), incluindo a absor¢do de energia luminosa, interceptacao
da energia de excitacdo e conversao da energia de excitacdo em fluxo elétrico.
O Pl é o produto de termos que expressam potenciais parciais para a
conservacao de energia, no caminho sequencial de fétons absorvidos pelo FSII
para a reducdo dos receptores de elétrons do intersistema e para a reducao
dos receptores finais do FSI (CHEN et al., 2011).

Procurou-se analisar o desempenho fotossintético também por meio da
fluorescéncia modulada e do analisador de trocas gasosas objetivando validar
0s resultados obtidos com a técnica da cinética da emissédo da fluorescéncia

transiente da clorofila a.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL VEGETAL E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Foram avaliadas plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.)
cultivadas em duas fazendas comerciais: uma na regido norte, litoranea
(Latitude: 19°23.28’S; Longitude: 40°04.20'W; Altitude: 33m — Pontal do
Ipiranga, Linhares) e a outra na regido noroeste, montanhosa (Latitude
19°65.40’'S, Longitude, 40°50.87" W, Altitude: 220m - Itarana) do Estado do
Espirito Santo. As plantas, neste trabalho, serdo designadas: do interior
(cultivadas na regido noroeste) e do litoral (cultivadas na regido norte).

Mudas, com aproximadamente 40 dias, foram transplantadas para o
campo em dezembro de 2009 e apds cinco meses, 150 dias apds o plantio
(DAP), em maio de 2010, iniciou-se a coleta de dados.

O clima da regido noroeste montanhosa, segundo a classificacdo de
Kdppen (2009), corresponde a formula Bs, ou seja, clima seco ou semi-arido
(transicdo do clima mais Umido para os mais secos), com baixos indices
pluviométricos e com temperatura média superior a 18°C (OLIVELLA et al.,
2005). Ja o clima da regido norte, litoranea, corresponde ao grupo Awi,
apresentando estacdo chuvosa no verado e seca, ou menos Umida, no inverno,
com uma taxa de precipitacdo média anual de 1.200 mm e temperatura média
de 25°C.

Os dados meteorolégicos apresentados foram obtidos na estacéo
meteorolégica do INCAPER (Figura 1) e o cultivo foi mantido em condi¢des de

sequeiro, ou seja, sem irrigacao.
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Figura 1: Temperaturas maximas, médias e minimas (°C) e Precipitagcdo média (mm)
entre 0s meses de maio de 2010 a maio de 2011, na regido noroeste, montanhosa,
interior de Itarana (A) e na regido norte, litoranea, litoral de Pontal do Ipiranga,
Linhares, ES, (B).

2.2. AVALIACOES IN SITU

As medidas das trocas gasosas, da fluorescéncia transiente e modulada
da clorofila a e os indices de clorofila total tiveram inicio apds seis meses do
transplantio e foram realizadas em folhas jovens, totalmente expandidas, de
plantas de pinhdo manso. As medidas seguiram sempre 0 mesmo padrao na

escolha e no posicionamento das folhas para que fossem evitadas quaisquer



interferéncias em relacdo a radiacéo solar incidente, folhagens e espacamento

de plantas, tanto dentro das fileiras quanto entre as mesmas.

2.2.1. Crescimento

As medidas do crescimento da parte aérea foram realizadas com o
objetivo de conhecer o comportamento das plantas de pinhdo manso em seu
primeiro ano de cultivo em ambientes distintos no estado do Espirito Santo. A
altura das plantas foi medida com o uso de trena a partir da base do solo até o
apice do ramo principal e o didametro do caule a 5 cm do solo. Também foram
feitas contagem do ndmero de ramos, numeros de folhas por ramos e, quando
possivel, numero de inflorescéncia, numero de frutos por cacho e numero de

sementes por fruto.

2.2.2. Trocas gasosas

Objetivando analisar a eficiéncia do uso da 4gua e o efeito das variagcbes
meteoroldgicas sobre as trocas gasosas foram medidas a taxa de assimilacdo
liquida de CO, (A, pmol m?s™), a transpiracdo (E, mmol m?s™), a condutancia
estomatica (gs, mol m?s™) e a concentracdo intercelular de CO, (C;, umol mol’
1. Também foi realizada a curva de luz. As medicbes foram feitas em sistema
aberto, entre 8 e 9 h, sob luz saturante artificial (1.300 pmol m? s?) e
concentracdo de CO, ambiente, com um analisador de gas a infravermelho
portétil, (IRGA, modelo LCIPro* System, ADC BioScientific Ltd., England). A
partir das variaveis obtidas foram calculadas a eficiéncia instantdnea de
carboxilacdo (A/Ci, pmol m?s™ Pa™), a razdo entre a concentracdo estimada de
carbono no interior da camara sub-estomética e a concentracdo atmosférica
(Ci/C,), a eficiéncia efetiva do uso da agua (A/E, pmol mmol™) e a eficiéncia
potencial do uso da agua (A/gs, pmol mol™), as duas Ultimas conforme descrito
por MACHADO et al. (2005).

2.2.3. Cinética de Emisséao da Fluorescéncia Rapida ou Polifasica (OJIP)
A cinética de emissao da fluorescéncia da clorofila a foi medida durante
a fase vegetativa e reprodutiva das plantas, utilizando-se um fluorémetro

portatil (modelo Handy PEA, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, UK) visando



obter informacdes sobre os parametros estruturais e funcionais que quantificam
o desempenho e atividade da maquinaria fotossintética.

Todas as leituras foram realizadas apés a aclimatizacdo das amostras
ao escuro por 30 minutos, periodo suficiente para a oxidagcdo completa do
sistema fotossintético de transporte de elétrons. A emissdo de fluorescéncia
transiente da clorofila a foi induzida em uma area de 4 mm de diametro da folha
pela exposicdo da amostra a um pico de luz vermelha de 3.000 pmol m? s™. A
fluorescéncia inicial (Fo) foi considerada como sendo o nivel de fluorescéncia
no tempo de 50 ps (STRASSER; STRASSER, 1995), sendo que Fy é a
intensidade de fluorescéncia em que todos os centros de reacdo do
fotossistema Il (FSII) estdo abertos (oxidados). A intensidade de fluorescéncia
maxima (Fy), que € obtida quando todos os centros de reacdo do FSIl estdo
fechados (reduzidos) também foi determinada. Apos serem obtidas as
intensidades de fluorescéncia, foram calculados os parametros estabelecidos
pelo teste JIP (STRASSER; STRASSER em 1995; TSIMILI-MICHAEL;
STRASSER, 2008), usando o software Biolyzer, desenvolvido no Laboratério
de Bioenergética, Universidade de Genebra.

Dentre os diversos parametros de analises da fluorescéncia transiente,
neste trabalho foram utilizados: a) razbes de fluxo ou de rendimento:
rendimento quantico maximo do FSIl (Fv/Fy = ¢po = TRo/ABS), e eficiéncia
com o qual um féton capturado pode mover um elétron na cadeia de transporte
de elétrons para além da quinona A reduzida (Qa) (ETo/TRo =ygo); b) razdes
de fluxo especifico de: energia absorvida por centro de reacdo (ABS/RC),
energia capturada por centro de reacdo em t=0 (TRy/RC), transporte de
elétrons por centro de reacdo em t=0 (ETo/RC) e energia dissipada por centro
de reacdo em t=0 (DIo/RC); c) indice de desempenho (potencial) para a
conservacao de energia a partir de fétons absorvidos pelo FSIl para a redugéo
de aceitadores de elétrons do intersistema (Plags) € indice de desempenho
(potencial) para a conservacdo de energia a partir de fétons absorvidos pelo
FSII para a reducado de aceitadores finais FSI (PlyotaL) € d) componentes dos
indices de desempenho: densidade de centros de reagdo ativos do FSII

(RC/ABS), eficiéncia das reacdes fotoquimicas do FSII [ppo/ (1-¢po)], eficiéncia



das reacgfes fotoquimicas apds a reducdo de Qa [wo/(1-yo)], € eficiéncia das
reacOes fotoquimicas no FSI [dro/ (1-6ro)] (HAN et al., 2009).

2.2.4. Fluorescéncia da clorofila a com pulso modulado

Os parametros da fluorescéncia da clorofila a com pulso modulado foram
estimados usando-se um fluordmetro portatii (modelo FMS-2, Hansatech
Instruments Ltd, Northfolk, UK). Objetivando estimar a eficiéncia fotoquimica
das plantas de pinhdo manso foram avaliados o0s seguintes parametros:
fluorescéncia minima, maxima e varidvel em estado adaptado a luz (F,', Fu' e
F\', respectivamente), coeficiente de extingdo fotoquimico (qP), eficiéncia
quantica fotoquimica efetiva em estado adaptado a luz (Fyv/Fu), rendimento
quantico efetivo [@PSII = (Fy' - Fs)/ Fy'] e taxa de transporte de elétrons no FSII
(ETR = @PSII x PFD x 0.5 x 0,85) (GENTY et al., 1990).

2.2.5. Anélise quimica do solo

As amostras do solo foram coletadas em varios pontos da regido de
cultivo, mantendo uma mesma altura (20 e 40 cm). Em seguida, estas
amostras foram misturadas para a obtencdo de uma Unica parcela, e

finalmente, enviadas para um Laboratério de Analise Agronédmica e Ambiental.

Tabela 1: Andlise quimica do solo onde foram avaliadas as plantas de J. curcas L., no
interior (regido noroeste, montanhosa) e no litoral (regido norte, litoranea).

Resultado da Analise

q Interior solo argiloso Litoral solo arenoso
Parametro Unid. 20cm 40 cm 20cm 40 cm
Matéria organica dag/cm3 1,35 1,9 3,7 2.4
Fosforo mg/dm?® 29,5 34 3 3
Potassio mg/dm?® 74 89 10 8
Enxofre mg/dm?® 27,5 28 2 1
Célcio cmol/dm?® 1,05 1,1 0,5 0,4
Magnésio cmol/dm?® 0,65 0,65 0,1 0,1
Aluminio cmol/dm?® 0,45 0,45 0,0 0,0
Ferro mg/dm3 65,5 67,5 129 113
Manganés mg/dm?® 40,5 34 11 13

Cobre mg/dm?® 0,85 0,9 0,3 0,2
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Tabela 2: Valores de referéncia para cada parametro analisado, fornecido pelo
laboratério de andalises agrondmicas, para uma cultura perene.

Valor de referéncia para cultura perene

Parametro | Muito Baixo | Baixo | Médio | Alto | Muito Alto
Matéria organica - <16 1,6-3,0 >3,0 -
FOSfOro <oio argiloso - <5 5-10 >10 -
FOsforo soi0 arenoso - <20 20-30 > 30 -
Potassio - <60 60 -150 > 150 -
Enxofre - <5 5-10 >10 -
Calcio - <15 15-4,0 > 4,0 -
Magnésio - <0,6 06-1,0 >1,0 -
Aluminio - - - - -
Ferro > 20 21-31 31-200 > 200 -
Manganés <6 6-11 12 -130 >130 -
Cobre <0,6 06-15 16-200 > 20 -

2.3. AVALIACOES IN VITRO

Imediatamente apds as medidas in situ serem realizadas, as mesmas
folnas usadas para avaliacdo das trocas gasosas e fluorescéncia foram
coletadas e levadas até Laboratério de Ecofisiologia Vegetal do Setor de
Botanica (Departamento de Ciéncias Bioldgicas), da Universidade Federal do
Espirito Santo, Vitoria — ES, sendo mantidas até o momento das analises em

baixas temperaturas afim de se reduzirem as atividades metabdlicas.

2.3.1. Teores de pigmentos fotossintéticos

Os teores de clorofila foram determinados nas mesmas folhas onde
foram estimadas as trocas gasosas e a fluorescéncia transiente e modulada.
No campo foi utilizado um medidor portatil de clorofila (modelo SPAD-502,
Minolta Camera Ltd.) e no laboratorio de Ecofisiologia Vegetal os teores foram
obtidos utilizando-se 0 método espectrofotométrico com extracdo em acetona
80%. As determinacdes das concentraces de clorofila foram realizadas

usando as equacdes de Arnon (1949):

Clorofilaa = (12,7 X Assz— 2,69 X Agss) X 1,119
Clorofila b = (22,9 X Agss— 4,68 X Ages) X 1,102
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2.3.2. Atividade enzimatica

As andlises da atividade enzimatica a fresco foram realizadas nas
mesmas folhas onde foram feitas as medidas dos pigmentos fotossintéticos e
as estimativas de trocas gasosas e fluorescéncia, objetivando validar os
resultados obtidos com as técnicas de fluorescéncia da clorofila a bem como
avaliar as estratégias adaptativas das plantas de pinhdo manso aos estresses

ambientais.

2.3.2.1. Obtencéao do extrato bruto

As proteinas totais foram extraidas de tecido foliar triturado, na presenca
de polivinilpolipirrolidona, em tampéao fosfato 200 mM pH 6,8, acido ascoérbico
100 mM, EDTA 10 mM e 585 pL de agua. O homogenato foi centrifugado
(13.000 g, 10 min.) na temperatura de 4°C. O sobrenadante foi utilizado para os
ensaios de dosagem de proteinas e atividade de enzimas antioxidantes
(SCHWANZ; POLLE, 2001).

2.3.2.2. Proteinas totais
O conteudo protéico do extrato bruto foi determinado pelo método
fotocolorimétrico de Bradford (1976), utilizando, como padrdo, soro albumina

bovina (1 mg mL™).

2.3.2.3. Dismutases de Superéxidos — SOD (EC 1.15.1.1)

A atividade da dismutase de superéxido foi determinada pela inibicdo da
reducdo do NBT (p-nitro blue tetrazolium), segundo Giannopolitis; Ries (1977),
pelo extrato enzimatico evitando assim a formacao de croméforo. A 595 nm,
uma unidade de atividade enzimatica da SOD (U) foi considerada como a
quantidade de enzima necessaria para obter 50% de inibicdo da reducdo do
NBT pela SOD contida no extrato enzimatico. A atividade enzimatica foi

expressa em U mg™* MS min™ ou SOD em U mg™*Prot min™.

2.3.2.4. Catalase — CAT (EC 1.11.1.6)
Para determinar a atividade desta enzima foram adicionados 25ul do
extrato enzimatico bruto ao meio de reacao constituido por tampéao fosfato de

potassio 200 mM pH 7,0 e H,0O, 250 mM. O decréscimo no comprimento de
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onda, nos primeiros minutos de reacédo, foi medido a 25°C na absorbancia de
240 nm a cada 15 segundos, determinando-se desta forma a atividade da CAT.
Foi considerado o coeficiente de extingdo do H,O, de 39,4 mM'cm?. A sua
atividade foi expressa em U mg™ proteina (uma U corresponde a oxidacéo de 1
umol H,O, min™) (DHINDSA et al., 1981).

2.3.2.5. Ascorbato Peroxidase — APX (EC 1.11.1.11)

Para determinar a atividade da enzima APX foram adicionados 50 ul do
extrato enzimatico bruto ao meio de reacado constituido por acido ascérbico 10
mM, tampéo fosfato de potassio 200 mM pH 7,0 e H,O, 2mM. O decréscimo na
absorbéancia, nos cinco primeiros minutos de reacédo, foi medido a 25°C no
comprimento de onda de 290 nm a cada 15 segundos, determinando-se desta
forma a atividade da APX. Foi considerado o coeficiente de extincdo do H,0,
de 39,4 mM?*cm™. A atividade da APX foi expressa em U mg™ proteina (uma U
corresponde a oxidagdo de 1 mmol H,O, min™') (DHINDSA et al., 1981).

2.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

As analises foram realizadas em uma area de cultivo comercial, com
delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticbes. Cada unidade
experimental foi composta por uma planta. Os dados obtidos foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey em nivel de 5% de probabilidade, usando o Programa Assistat 7.5 beta
(2008), UAEG-CTRN-UFCG, Campina Grande — PB. Os parametros do Teste
JIP, derivados da curva OJIP, que expressam a transferéncia de elétrons pelos
fotossistemas em maiores detalhes, foram normalizados e plotados em
colunas, onde cada uma delas representa 0 desvio do comportamento em
relacdo ao controle de ambas as regides avaliadas. As plantas aos 150 DAP

foram tomadas como referéncia (igual a unidade).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. CRESCIMENTO

As plantas de Jatropha curcas L. cultivadas no interior do estado
(Itarana), regido onde se constatou maior disponibilidade de nutrientes (Tabela
1 e 2), apresentaram maior taxa de crescimento da parte aérea com diferenca

significativa entre todas as medidas realizadas (Figura 2).
2500

eInterior ALitoral

2000 - —
= y=108,5%2 - 289 5x + 1357 o
£ R2=0,9894
$ 1500
- M
3 cA
£ 1000 dA -
g y=71x2-219,2x+560,5
= R=0,9815 aB
< 500 +
0 + r ‘ T
150 180 240 510

Dias apos plantio

Figura 2: Altura da parte aérea de plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.),
cultivadas na regidao noroeste, montanhosa (Interior) e na regido norte, litoranea
(Litoral) do Estado do Espirito Santo entre 150 e 510 DAP. Médias seguidas pela
mesma letra, mailsculas (regides) e mindsculas (dias), para um mesmo parametro,
nao diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey (n=10).

A altura da parte aérea das plantas de ambas as regides foi semelhante
nos dois primeiros intervalos de avaliacdo (150 a 180 e 150 a 240 dias apés o
plantio — DAP), sendo de 8 e 22% (nas plantas do interior) e 9 e 27% (nhas
plantas do litoral). Entretanto, no ultimo intervalo de avaliacdo (150 a 510 DAP),
as plantas do interior apresentaram um crescimento de 68%, enquanto as do
litoral, 107%. Um ano apos as primeiras medidas, (510 DAP) a diferenca na
taxa de crescimento entre as duas regides reduziu-se em 134%. Considerando
gue as medidas tiveram seu inicio e final no més de maio, inicio do periodo
seco e com temperaturas mais baixas no estado do Espirito Santo, torna-se

necessario considerar a fisiologia caducifélia da espécie. Para Laviola et al.
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(2011) a inversédo da relacédo fronte/dreno nas plantas de pinhdo manso, no
sentido de armazenar reservas durante o periodo sem folhas, é necessaria
para manter o metabolismo e ter reservas suficientes para a formacao de
folhas e inflorescéncias no proximo periodo de crescimento.

As avaliacdes neste trabalho foram realizadas durante o primeiro ano de
crescimento das plantas em ambas as regides. No inicio do periodo vegetativo
0 crescimento foi mais uniforme e neste primeiro ano n&o foi observada perda
total da area foliar.

O crescimento no didametro do caule foi diferente daquele observado na
altura da parte aérea. As plantas cultivadas na regido litoranea, aos 150 DAP,
apresentaram maior taxa de crescimento em diametro e nédo diferiram nas duas
medidas seguintes, aos 180 e 240 DAP (Figura 3) enquanto que as plantas
cultivadas no litoral mostraram maior uniformidade e ndo houve diferenca
significativa entre as medidas aos 150, 180 e 240 DAP. Aos 510 DAP, observa-

se uma tendéncia a continuidade da uniformidade, porém com diferenca

estatistica e proporcionalidade em relacéo aos 150 DAP de 52%.
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Figura 3: Didametro do caule de plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.),
cultivadas na regido noroeste, montanhosa (Interior) e na regido norte, litordnea
(Litoral) do Estado do Espirito Santo entre 150 e 510 DAP. Médias seguidas pela
mesma letra, mailsculas (regiées) e minusculas (dias), para um mesmo parametro,
ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey (n=10).
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Nas plantas crescidas no interior, observa-se que o crescimento do
didmetro do caule acompanhou o crescimento em altura da parte aérea e que a
taxa de crescimento aumentou, 27, 79 e 307%, em relagéo aos 150 DAP para
0s 180, 240 e 510 DAP, respectivamente.

Apés um ano, baseando-se no desenvolvimento da cultura, nota-se que
as plantas do interior apresentaram maiores taxas de crescimento em altura da
parte aérea, além de quadruplicarem o crescimento no didmetro do caule,
sugerindo, portanto, melhor desempenho da espécie nesta regido, sendo
esperado uma melhor produtividade.

Por ser uma espécie perene, a altura da parte aérea e o didmetro do
caule de J. curcas podem ser considerados caracteristicas de importancia
secundaria em relacéo as plantas de porte madeireiro, no entando, assim como
o numero de bifurcacbes e numero de inflorescéncias, tornam-se
caracteristicas de fundamental relevancia, em diversas condi¢bes de cultivo,
para a producéo e produtividade da cultura.

Drumont et al. (2010) ao avaliarem genotipos da espécie J. curcas, no
semi-arido pernambucano, levaram em considera¢do o numero de bifurcacdes
e a variacdo de bifurcacbes por planta na determinacdo do melhoramento
vegetal que visem ao aumento da producdo de sementes da espécie. Sob o
ponto de vista fitotécnico, segundo Goncalves et al. (2008), a caracteristica
altura também apresenta importancia nos aspectos de densidade e manejo de
cultura.

Em seus estudos com diferentes genétipos de J. curcas L., Drumont et
al. (2010) também relacionaram produtividade com o crescimento e o tipo de
solo de cultivo, revelando que esta espécie pode apresentar potencial produtivo
mesmo em condi¢cbes do semiarido brasileiro, no entanto, 0 aumento no nivel
de fertilizantes e da disponibilidade de agua pode elevar ainda mais a sua
produtividade. Estudos sobre a produtividade desta espécie na india e na
Tailandia confirmam os resultados dos autores (LAL et al., 2004;
SAIMANEERAT et al., 2007). Sendo assim, as plantas cultivadas na regiéo
litordnea do estado do Espirito Santo, mesmo sob condi¢cbes adversas podem

apresentar uma capacidade de producéao significativa, nos préximos anos.
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3.2. TEORES DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Os maiores teores de clorofila (Figura 4) foram encontrados nas plantas
da regido do litoral. Os resultados mostram um teor de clorofila a e b, 45 e 66%
maior, respectivamente, quando comparados com aqueles das plantas da
regido montanhosa do interior. No entanto, para ambas as regides a razéo a/b
manteve-se proximo a 2,5:1. Condig6es de crescimento e os fatores ambientais
podem afetar essa razdo (CARVALHO et al., 2007). Segundo Lichtenthaler
(1987) quando as plantas estdo expostas a alta luminosidade a razéo clorofila
a/b varia de 3,2 a 4,0, jA em condicbes de baixa densidade de fluxo de fétons
fotossinteticamente ativos ha uma reducéo para 2,5 a 2,9. Uma estratégia para
garantir maior eficiéncia na absorcdo de energia luminosa é o aumento na
sintese de clorofila b (LUTTGE et al., 1997). De fato, os valores obtidos para a
razdo clorofila a/b (2,34 e 2,67 para o Litoral e Interior, respectivamente) no
presente estudo indicam um aumento dos teores de clorofila b nas plantas
cultivadas no litoral. Gamon et al. (1997) também nao encontraram diferencas
significativas para a razdo de pigmentos foliares ao comparar espécies perenes

deciduas cultivadas em estufa.
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Figura 4: Concentracdes médias de clorofila a, clorofila b, clorofila total e raz&o
clorofila a/b em folhas de plantas de Jatropha curcas L., cultivadas na regido noroeste,
montanhosa (Interior) e na regido norte, litoranea (Litoral) do Estado do Espirito Santo.
As letras iguais para um mesmo parametro, ndo diferem entre si em nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste de Tukey (n=10).

Os indices de clorofila obtidos com o clorofilbmetro SPAD-502 (dados

nao mostrados) também indicaram maiores valores na regidao do litoral. A
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avaliacdo do conteudo relativo de clorofila nas folhas fornece uma medida
indireta do estado nutricional das plantas e pode servir como base no ajuste da
quantidade de nitrogénio a ser aplicada nas coberturas vegetais (HURTADO et
al., 2011).

Os teores de matéria organica obtidos pela analise quimica do solo
(Tabela 1) mostram maiores valores para o solo da regido do litoral, sugerindo
maior disponibilidade de nitrogénio. O nitrogénio na producdo vegetal esta
diretamente ligado a fotossintese, j& que a "energia fisica" dos fotons €
convertida em "energia quimica” no ATP e em intermediarios reduzidos (em
especial o NADPH), utilizados na sintese de assimilados de carbono e
nitrogénio, particularmente carboidratos e aminoacidos, essenciais ao
crescimento da planta (FOYER et al., 2001).

Portanto, a regido do litoral, ao apresentar maior disponibilidade de
nitrogénio uma vez que os niveis de matéria organica encontrada no solo foram

mais altos, apresentou também maiores teores e indices de clorofila total.

3.3. TROCAS GASOSAS

As taxas de assimilacdo liquida de CO; (A) obtidas nas plantas da regido
do litoral foram significativamente maiores do que aquelas da regido do interior
(Figura 5A). Esses valores aumentaram desde a primeira medida (maio/2010)
sendo 46% maiores nas plantas do litoral, e alcancando 107% apés um ano
(maio/2011). No entanto a taxa real de assimilacdo liquida do CO; reduziu com
o0 crescimento das plantas em ambas as regides. Esta reducdo foi mais
acentuada nas plantas do interior com uma queda de 45%, enquanto que nas
plantas do litoral a queda foi de 23%.

A condutancia estomatica (gs), de modo semelhante a fotossintese (A),
mostrou-se significativamente maior nas plantas da regido do litoral. Nas duas
regides também houve queda desse parametro apos um ano, embora sem
diferenca estatistica (Figura 5B).

A eficiéncia potencial do uso da agua (A/gs), representada pela relacdo
entre a fotossintese (A) e a condutancia estomatica (gs), ndo mostrou diferenca

entre as plantas das regides litoranea e do interior durante os primeiros meses
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de avaliacdo, entretanto, apés um ano (maio/2011) houve significativa

diferenca entre as plantas de ambas as regides (Figura 5C).
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Figura 5: A) Assimilagdo liquida de CO, (A, pmol m?s™), B) condutancia estomatica
(gs, mol m?s™) e C) eficiéncia potencial de uso da agua (A/gs, pmol mol™) de plantas de
pinhdo manso (Jatropha curcas L.), cultivadas na regido noroeste, montanhosa
(Interior) e na regido norte, litoranea (Litoral) do Estado do Espirito Santo, entre
maio/2010 e maio/2011. Médias seguidas pela mesma letra, mailusculas (regibes) e
minusculas (ano), para um mesmo parametro, ndo diferem entre si em nivel de 5% de

probabilidade pelo teste de Tukey. (n=10).

E possivel observar na Figura 5 que as plantas da regido do litoral

apresentaram maior A e gs nos dois periodos avaliados e que as plantas do

interior mostraram as maiores porcentagens de queda de um periodo ao outro.
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Desse modo, as plantas de pinhdo manso cultivadas no litoral apresentaram
maior capacidade potencial de utilizacdo da agua (A/gs).

A concentracdo intercelular de CO, (Ci), no estadio inicial de
desenvolvimento das plantas ndo diferiu estatisticamente entre as regides. No
ano seguinte, a diferenca entre as regiées mostrou-se significativa, sendo que
as plantas da regido do interior apresentaram concentracéo intercelular de CO,
33% maior que as do litoral e apdés um ano, esta diferenca chegou a 46%
(Figura 6A).

De modo similar a raz&o entre a concentracdo estimada de carbono no
interior da camara sub-estomatica e a concentracdo atmosférica (Ci/Ca), em
maio 2010 ndo mostrou diferenca estatistica entre plantas de ambas as
regides, tendo em vista que a diferenca percentual entre elas foi de apenas 4%.
No ano seguinte, maio/2011, as plantas da regido do interior mostraram
aumento de Ci/Ca 27% maior que as do litoral. Esta razdo aumentou para 43%
no periodo de um ano nas plantas da regido do interior e ndo diferiram nas
plantas do litoral.

Por conseguinte a eficiéncia de carboxilacdo (A/Ci), que expressa a
quantidade de carbono absorvido que sera realmente assimilado, mostrou-se
30% maior nas plantas do litoral em maio/2010, embora sem diferenca
estatistica, ja em maio/2011, esta diferenca foi de 233%, diferindo
estatisticamente. No entanto, observa-se uma reducdo deste parametro em
ambas as regides, sendo mais acentuada nas plantas da regido do interior
(57%) que nas plantas do litoral (30%).

As maiores concentracdes de carbono (Ci e Ci/Ca) juntamente com a
menor eficiéncia de carboxilacado (A/Ci) encontradas nas plantas da regiao do
interior refletem as menores taxas de fotossintese apresentadas por estas

plantas (Figura 5A).
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Figura 6: A) Concentracdo intercelular de CO, (Ci, pmol mol™); B) razdo entre a
concentracdo estimada de carbono no interior da camara sub-estomética e a
concentracdo atmosférica (Ci/Ca) e C) eficiéncia instantdnea de carboxilacdo (A/Ci,
umol m?s™*Pa™) de plantas de pinh&o manso (Jatropha curcas L.), cultivadas na regiéo
noroeste, montanhosa (Interior) e na regido norte, litoranea (Litoral) do Estado do
Espirito Santo, entre maio/2010 e maio/2011. Médias seguidas pela mesma letra,
mailsculas (regides) e minusculas (ano), para um mesmo parametro, ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. (n=10).

As plantas da regido do litoral apresentaram maiores taxas de
transpiracdo (E) nos dois periodos, porém nota-se que em maio/2011 houve

uma expressiva diferenca percentual, 110% maior do que as plantas do interior.
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Quando comparadas entre si observa-se que as plantas do interior mostraram
uma reducédo de 81% em E, enquanto que as plantas do litoral tiveram um
aumento de 13% (Figura 7A).
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Figura 7: A) Transpiracdo (E, mmol m?s™) e B) eficiéncia real do uso da agua (A/E,
umol mmol™) de plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.), cultivadas na regi&o
noroeste, montanhosa (Interior) e na regido norte, litoranea (Litoral) do Estado do
Espirito Santo, entre maio/2010 e maio/2011. Médias seguidas pela mesma letra,
mailsculas (regides) e mindsculas (ano), para um mesmo parametro, ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. (n=10).

A eficiéncia real do uso da agua (A/E) mostrou-se maior nas plantas do
litoral em maio/2010, enquanto que em maio/2011 foram as plantas do interior
gue se mostraram com maior eficiéncia (Figura 7B).

Assim, estes resultados permitem concluir que as plantas cultivadas na
regido montanhosa (interior) que apresentaram menor condutancia estomatica,
menor taxa de transpiracdo (E) e maior eficiéncia real do uso da agua (A/E)
tiveram um melhor aproveitamento da agua disponivel.

Também é possivel sugerir a relacdo observada entre os resultados do

metabolismo fotossintético (Figuras 5, 6 e 7) e as variacdes das condicdes
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meteoroldgicas ambientais (Figura 1). Estes resultados confirmam o sugerido
por Santos (2008), de que Jatropha curcas L. € uma espécie capaz de se
desenvolver em ambiente com baixa disponibilidade de &gua, no entanto,
guando cultivada em ambientes com maiores niveis de pluviosidade, apresenta
maior desenvolvimento e maior producédo de biomassa.

A relacdo inversamente proporcional entre a concentracédo interna de
COz2 e a fotossintese sugere que as altas taxas de Ci foram limitantes para a
fotossintese nas plantas da regido do interior. Isto €, altas taxas de Ci indicam
menor assimilagdo de carbono e consequentemente menor fotossintese. Estes
resultados ndo foram verificados por Aragao et al. (2005), Miranda et al. (2005)
e Machado et al. (2005), os quais verificaram que aumento na concentracéo
interna de CO2 pode causar elevacdo na fotossintese, sendo a condutancia
estomatica o fator limitante. Passos et al. (2005), Yu et al. (2005) e Machado
Filho et al. (2006) constataram, em diferentes espécies, que a reducdo na
condutancia estomatica causou elevacdo na eficiéncia real no uso da agua
(A/E) e Tatagiba et al. (2007) e Endres (2007) verificaram que quando aumenta

a transpiracao reduz-se a relacéo A/E.

3.4. CINETICA DE EMISSAO DA FLUORESCENCIA TRANSIENTE OU
POLIFASICA (OJIP)

A alteracéo na forma das curvas de cinética de emissao de fluorescéncia
da clorofila a permitiu deduzir que as variacdes climaticas ao longo de um ano,
provocaram mudancas nas reacdes de oxirredugcédo associadas ao FS II, tanto
no lado aceptor quanto no lado doador de elétrons (Figura 1 e 8).

Para avaliar a acdo dos diferentes estresses sobre FSIl e FSI das
plantas em ambos os ambientes foram feitas medidas da fluorescéncia
transiente da clorofila a em folhas intactas (Figura 8 e 9). As curvas foram
normalizadas entre Fy e Fy obtendo-se a fluorescéncia variavel relativa [V = (F;
- Fo)/(FV)]. Ao torna-las comparaveis observam-se variagcdes na forma polifasica
tipica. Nota-se que nas plantas do interior, aos 240 DAP as etapas J, | e P
apresentaram-se maiores que as demais. Também aos 510 DAP as etapas J e

| destacam-se do conjunto (Figura 8A). Contrastando com esses resultados, as
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curvas obtidas das plantas do litoral apresentaram-se com polifases tipicas e
somente aos 180 e 240 DAP as etapas J e | foram mais elevadas.

Visando destacar as diferencas observadas foram calculadas as
diferencas entre as medidas, AV: = Vi variavel — Vit referencia, Utilizando como

referéncia o primeiro més de medida (Figura 8B e 9B).
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Figura 8: Cinética OJIP da fluorescéncia da clorofila a de folhas adaptadas ao escuro
de plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na regido noroeste, montanhosa (Interior),
Itarana, ES. As medidas foram feitas entre 150 e 510 dias apds o plantio (DAP). A)
Fluorescéncia variavel relativa - Vi=(F-Fo)/(F,) e B) Diferenca cinética da fluorescéncia
AV= Vyariave—Vireferancia ONde Vieterancia € @ fluorescéncia variavel relativa das plantas aos
150 DAP. (n=10)

Observa-se nas curvas obtidas com a andlise das plantas do interior que
a maior diferenca positiva em todos os pontos ocorreu aos 240 DAP, ou seja,
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maiores intensidades de fluorescéncias (Figura 8B). Esta diferenca foi mais
acentuada nas etapas J e |, indicando reducdo no transporte de elétrons na
regido do intersistema (TOTH et al.,, 2007). As maiores intensidade de
fluorescéncia ocorreram aos 240 DAP, periodo em que também foram

registrados os mais baixos indices de precipitacdo na regiao (FiguralA).
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Figura 9: Cinética OJIP da fluorescéncia da clorofila a de folhas adaptadas ao escuro
de plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na regido norte, litordnea (Litoral), Pontal
de Ipiranga/Linhares, ES. As medidas foram feitas entre 150 e 510 dias apdés o plantio
(DAP). A) Fluorescéncia variavel relativa - Vi=(F-Fo)/(F,) e B) Diferenca cinética da
fluorescéncia AVi= Vyariave—Vireferencia 0Nde Vyeterencia € @ fluorescéncia variavel relativa
das plantas aos 150 DAP. (n=10)

Ao analisar as curvas da cinética OJIP da fluorescéncia da clorofila a,
Schansker et al. (2005) destacaram trés fases da fluorescéncia transiente OJIP

(O-J, J-I e I-P) que refletem trés diferentes processos da cadeia transportadora
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de elétrons. A primeira fase, a fase O-J, que representa a reducédo do lado
aceptor do FSIl (Qa e Qg) (TOTH, 2006); a fase J-I que tem propriedades
cinéticas relacionadas a progressiva reducdo do pool de PQ (TOTH et al.,
2007) e a fase mais tardia, I-P, que ocorre normalmente de 30 a 200 ms e se
mostra paralela & re-reducdo da plastocianina (PC)" e de P;" no FSI
(SCHANSKER et al., 2003).

Menores intensidades de fluorescéncias, ou maiores diferencas
negativas, especialmente entre as etapas O-J e I-P, podem ser visualizadas na
curva obtida aos 180 DAP (Figura 8B). Respectivamente, estas diferencas
indicam, maior reducdo do lado aceptor do FSIl (Qa € Qg) € maior re-reducéo
da plastocianina (PC)" e de P-qo", por consequiéncia, melhor atividade do FSI
(TOTH et al., 2007). Apés um ano, isto é, aos 510 DAP, verificam-se também
altas intensidades de fluorescéncia na etapa J-I em relacdo a curva padréo
(150 DAP) (Figura 8B).

A andlise das curvas da fluorescéncia OJIP obtidas na regido do litoral
mostra que as maiores intensidades de fluorescéncia ocorreram aos 180 DAP,
especialmente na regido do intersistema (etapa J-1), enquanto que as menores
curvas da fluorescéncia OJIP podem ser observadas na curva dos 510 DAP. O
ponto P evidencia melhor a ocorréncia da menor fluorescéncia, mostrando
melhor atividade do FSI (Figura 9B). Semelhante ao ocorrido na regido do
interior, os baixos indices de pluviosidade afetaram o desempenho fotoquimico
das plantas em ambas as regides, diferentemente das temperaturas médias
mensais, tendo em vista que as temperaturas ndo apresentaram grandes
variacfes (Figura 1).

Quando se comparou as intensidades de fluorescéncia OJIP das plantas
cultivadas nas duas regides observou-se que as plantas da regido do litoral,
aos 180 DAP, apresentaram maior intensidade de fluorescéncia, no entanto,
aos 240, a intensidade de fluorescéncia foi maior nas plantas regido do interior
(Figura 8B e 9B). Em ambas as regides as medidas que registraram as maiores
fluorescéncias foram nos meses em que ocorrem as menores precipitacoes.

A diferenca entre as regides € melhor visualizada na curva de 240 DAP,
a mesma apresentou-se com todos os pontos da curva mais elevados nas
plantas da regido do interior. Dentre os pontos, destacam-se os pontos J e |, 0

que indica acumulo de Qa, isto &, a inibicdo da reoxidagcdo de Qa e,
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consequentemente, de Qg (SMIT et al., 2009). Este acumulo teve como
consequéncia uma queda no fluxo de elétrons na regido do inter-sistema
(compreendida por Qg, 0 ‘pool’ de plastoquinona, o complexo citocromo bef e a
plastocianina). Nota-se, portanto que as plantas da regido do interior tiveram o
desempenho fotoquimico mais afetado quando comparadas as plantas da

regiao do litoral.

3.4.1. Teste JIP

Exceto ETo/TRo, observa-se que todos os parametros funcionais, isto é,
0s parametros do Teste JIP (STRASSER et al., 2004) que revelam os fluxos
especificos de energia por centro de reacdo foram maiores nas plantas do

interior aos 150 DAP. Comportamento oposto nos resultados apresentados na

Figura 10.
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Figura 10: Parametros da fluorescéncia OJIP deduzidos pelo teste JIP expressos em
razbes de fluxo ou de rendimento (TR(/ABS e ETo/TRy) e razbes de fluxo especifico
(ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC e DIy/RC) em plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na
regido do interior de Itarana — ES aos 150, 180, 240 e 510 DAP, tendo como controle o
150 DAP (eixo horizontal). As letras iguais para um mesmo parametro, ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey (n=10).

Aos 180 DAP, é possivel notar uma diferenca mais acentuada (20%

menor) na taxa de absorcdo de energia (ABS/RC), no entanto, observam-se



27

baixas taxas de dissipacao de energia (DIp/RC) (26%). Diferencas significativas
em relacdo ao controle em ETo/TRp e ETo/RC (10 e 27,5%) foram observadas
aos 240 DAP, indicando queda no transporte de elétrons. Ap6s um ano, aos
510 DAP, nota-se que a maioria dos parametros apresentou valores
intermediarios para o fluxo de energia, exceto para os parametros TRo/ABS e
TRo/RC, o0s quais foram menores.

Aos 180 DAP houve uma diminuicdo na eficiéncia das reacbes de
oxidorredugao do FSI (8ro/ (1-0ro)). Mesmo tendo apresentado maiores valores
para RC/ABS, aos 240 DAP, houve também diminuicdo na eficiéncia das
reacOes fotoquimicas, @po/(1-¢po), Na eficiéncia das reacdes apds a reducédo de
Qa’, wo/(1-yo), e na eficiéncia das reacdes de oxidorreducéo do FSI 6ro/(1-0ro)
em cerca de 18, 26 e 28,5%, respectivamente, fato que produziu menores

indices de desempenho (32% para 0 Plyys € 46% para 0 Plia) (Figura 11).
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Figura 11: Parametros da fluorescéncia OJIP deduzidos pelo teste JIP expressos em
componentes (RC/ABS, (opo/ (1-0po), (Wol(1-wo), (Oro/ (1-0ro)) € indices de performance
de uma amostra (Plass € Pltoral) €m plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na
regido do interior de Itarana — ES aos 150, 180, 240 e 510 DAP, tendo como controle o
150 DAP (eixo horizontal). As letras iguais para um mesmo parametro, ndo diferem
entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey (n=10).

O rendimento quantico maximo do FSIl (TRo/ABS), aos 150 DAP nas

plantas da regido do litoral, mostrou-se como o0 Unico parametro
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estatisticamente menor. Este também foi menor aos 180 DAP, o qual foi
acompanhado de menores valores para ETo/TRy e ETo/RC (26 e 24%
respectivamente). Apdés um ano, aos 510 DAP, observam-se maiores valores
para as razoes de fluxo ou de rendimento, TRo/ABS e ETo/TRp, mesmo com as
razdes de fluxo especifico, ABS/RC, TRo/RC e ETo¢/RC, sendo em 30, 28 e 25%
menores que o controle. A dissipacdo de energia, DIo/RC, também foi

significativamente menor (40%) (Figura 12).
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Figura 12: Parametros da fluorescéncia OJIP deduzidos pelo teste JIP expressos em
razbes de fluxo ou de rendimento (TR(/ABS e ETo/TRy) e razbes de fluxo especifico
(ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC e DIy/RC) em plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na
regido do litoral de Pontal do Ipiranga/Linhares — ES aos 150, 180, 240 e 510 DAP,
tendo como controle o 150 DAP (eixo horizontal). As letras iguais para um mesmo
parametro, ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey
(n=10).

Uma menor densidade de centros de reacéo ativos (RC/ABS) e menor
eficiéncia das reacdes de oxidorreducdo do FSI ((6ro/(1-0ro)) foram observadas
aos 150 DAP. Aos 180 DAP, verifica-se uma queda acentuada de 35% na
eficiéncia das reacbes apds a reducédo de Qa’, yo/(1-yo), além de menores
eficiéncia nas reacdes fotoquimicas, ¢po/(1-¢p,), € eficiéncia das reagbes de

oxidorreducao do FSI, dro/(1-6ro), fato que contribuiu para um menor indice de
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desempenho total, Pl (30%). Apos um ano, aos 510 DAP, como a densidade
de centros de reacao ativos (RC/ABS — 42%) e a eficiéncia das reacdes de
oxidorreducdo do FSI (Sro/(1-0ro) — 20%) foram maiores, estas plantas
obtiveram maiores indices de desempenho (179% para Plas € 274% para
Pliota) (Figura 13).
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Figura 13: Parametros da fluorescéncia OJIP deduzidos pelo teste JIP expressos em
componentes (RC/ABS, (¢po/ (1-0po), (Wol(1-yo), (6ro/ (1-0ro)) € indices de performance
de uma amostra (Plass € Plyota) €m plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na
regido do litoral de Pontal do Ipiranga/Linhares — ES aos 150, 180, 240 e 510 DAP,
tendo como controle o 150 DAP (eixo horizontal). As letras iguais para um mesmo
parametro, ndo diferem entre si em nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey
(n=10).

A densidade de centros de reacdo ativos do FSIl (RC/ABS) e o
rendimento quantico maximo do FSIl (TR(/ABS = F./Fy) aumentaram nas
plantas cultivadas na regido do litoral (Figuras 12 e 13), resultando em uma
maior ativacdo dos RCs. Resultados semelhante foram observados por Souza
et al. (2004) com feijdo caupi (Vigna unguiculata) em que o rendimento
quantico potencial (TRo/ABS) reduz-se em resposta ao estresse hidrico. Ao
analisarem condi¢cdes de estresses (salino, osmoético e metais pesados) em
Brassica juncea, Yusuf et al. (2010) sugerem que reducdes nos valores de

RC/ABS acompanhados por redugcbes em TRy/ABS sao reflexos da inativacao
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de parte dos RCs. As plantas da regido do interior cultivadas em condi¢des
mais favoraveis (solo argiloso e com mais disponibilidade de nutrientes -
Tabela 1 e 2) quando comparadas as condigbes das plantas da regido do
litoral, mostraram-se menos adaptadas as eventuais mudancas sazonais
(Figura 1) demonstrando menor densidade de RCs ativos devido a uma queda
de TRo/ABS. Resultados semelhantes aos apresentados pelas plantas
cultivadas na regiao do interior no presente trabalho foram obtidos por Jiang et
al. (2009). Os autores analisaram as acdes antagbnicas do boro contra os
efeitos inibitérios da toxicidade por aluminio e também observaram reducdes
no rendimento quantico maximo do FSII (TRo/ABS) seguidos de reduc¢des do
indice de desempenho (Plas € Pliota) quando as plantas estavam submetidas
as condicdes de estresse por aluminio. Em relacdo a fotossintese, também
observaram redugOes na assimilagdo de CO, (A) e aumento nas taxas de
concentracdo intercelular de carbono (Ci), o mesmo foi obtido pelas plantas
cultivadas na regido do interior.

Ainda sobre os estudos de Jiang et al. (2009), destacam-se um aumento
da fluorescéncia minima (Fo), da banda K e das fluorescéncias variaveis nos
passos J (V;) e | (V). Semelhantemente, as plantas da regido do interior, neste
trabalho, também tiveram maior fluorescéncia minima (Fo) (dados nao
mostrados).

Sob varias condicbes de estresse, mais um ponto aparece na
fluorescéncia transiente, o ponto K, a ~ 0,3 ms, o qual é indicativo de obstrucdo
do lado doador do FSII (TOTH, 2006). No entanto, a banda K n&o foi observada
em nenhuma das medidas realizadas neste trabalho com as plantas de
J.curcas L.

A probabilidade de um elétron avancar de QA e entrar na cadeia
transportadora (ETo/TRo) € considerada por Force et al. (2003) como um dos
parametros derivados do teste JIP mais adequados para a identificacdo de
fotoinibicdo do FSIl. Em ambas as regides o ETo/TRp apresentou uma queda,
sendo mais acentuado aos 240 DAP (agosto/2010) no interior e aos 180 DAP
(jJunho/2010) no litoral (Figuras 10 e 12), podendo-se deduzir que ocorreu
fotoinibicdo do FSII pela menor probabilidade de seus elétrons entrarem na
cadeia transportadora de elétrons. Durante estes periodos nota-se a ocorréncia

de baixos indices pluviométricos e também temperaturas menores; no interior,
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as plantas ja estavam submetidas a uma maior exposicéo a condi¢cdes de baixa
precipitacdo, ja as plantas do litoral, o periodo representa baixa precipitacao.

O transporte de elétrons por centro de reacao ativos do FS Il (ETo/RC)
indica a taxa de reoxidacdo de Qa reduzida, refletindo apenas a atividade dos
centros de reacdo ativos. O ETo/RC teve comportamento similar ao do
parametro ETo/TRy aos 240 DAP no interior e aos 180 DAP no litoral. Os
decréscimos apresentados pelos dois parametros implicam em menores
indices de desempenho (Figura 12 e14).

O indice de desempenho da amostra (PI) € considerado um indicador de
‘vitalidade’ da planta (MEHTA et al., 2010) e vem sendo muito usado e
discutido nas investigacfes de estresses biodticos e abidticos (STRASSER et
al., 2010). Os autores consideram dois indices de desempenho potencial: um
indice de Desempenho Parcial (Plaps), da conservacdo de energia absorvida
pelo FSII até a reducéo dos aceptores de elétrons do inter-sistema; e um indice
de Desempenho Total (Plta), da conservagdo da energia absorvida pelo FSlI
até a reducao dos aceptores finais do FSI.

Quando se compararam o0s parametros do teste JIP das plantas
cultivadas nas duas distintas regides observaram-se maiores diferencas para
os indices de desempenho. O Pltotal € o parametro considerado como o0 mais
sensivel do teste JIP por evidenciar o desempenho das reacdes fotoquimicas
em toda a extensdo da cadeia transportadora de elétrons (STRASSER et al.,
2007; ZUBEK et al., 2009). As plantas da regidao do litoral, aos 180 DAP,
apresentaram menores indices de desempenho fotoquimico com diferenca
percentual de 207% e 355% para o Plabs e Pltotal, respectivamente. Aos 240
DAP néo se observou diferenca entre estes parametros, e aos 510 DAP, esta
diferenca foi de 190% e 182%, porém sendo maiores nas plantas cultivadas na
regido do litoral, portanto mostrando-se mais eficientes nesta regido (Figura 11
e 13).

3.5. FLUORESCENCIA DA CLOROFILA A COM PULSO MODULADO
Na figura 14 sédo apresentados os resultados obtidos com as folhas das

plantas do pinhdo manso a luz, usando um fluorémetro modulado. As plantas

cultivadas na regido do interior apresentaram as menores taxas para
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fluorescéncia minima ou inicial (Fo") e fluorescéncia maxima (Fy’) em estado
adaptado a luz. A fluorescéncia minima é a condicdo em que a Qa encontra-se
totalmente oxidada com todos os processos de extingdo fotoquimicos ao
maximo, enquanto que a fluorescéncia maxima representa a condicdo contraria
(TOTH, 2006). A relacdo entre as fluorescéncias minima e maxima adaptadas
a luz e a fluorescéncia minima adaptada ao escuro ((Fvm' — Fo) / (Fu' — Fo'))
resulta no coeficiente de extincdo fotoquimico ou quenching fotoquimico (qP),
o qual denota a proporcdo de éxcitons capturados e convertidos a energia
quimica nos RC do FSII e seu valor depende da presenca de Qs (KRAUSE ;
WEIS, 1991). Portanto, as plantas cultivadas na regidao do interior com menores
Fo' e Fu, conseqlientemente apresentaram maiores quenching fotoquimico
(gP), demonstrando melhor conversao de energia quimica aos 150 DAP.

Os dados da fluorescéncia transiente, aos 150 DAP, confirmam a melhor
conversdo de energia quimica através do maior indice de desempenho total
(202%) apresentado pelas plantas da regido do interior, o qual foi devido a
maiores valores da densidade de centros de reacao ativos (RC/ABS), na
eficiéncia das reagdes fotoquimicas, opo/(1-¢po) € Na eficiéncia das reacdes de

oxidorredugdo do FSI 8go/(1-8ro).
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Figura 14: Parametros de emissdo da fluorescéncia modulada da clorofila a em
plantas de Jatropha curcas L. cultivadas na regido do interior de Itarana — ES e na
regido do litoral de Pontal do Ipiranga/Linhares — ES aos 150 DAP, tendo como
controle a regido do interior (eixo horizontal). As médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey (n=10).
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Harrison et al. (1989) e Genty et al. (1990) revelam que ETR mostra a
correspondéncia das taxas fotoquimicas do FSIl e do fotossistema FSI. Assim,
a auséncia de diferenca estatistica para este parametro indica que ha igual
correspondéncia entre os fotossistemas das plantas de ambas as regides. Tal
correspondéncia pode ser acentuada com a também igualdade entre os
parametros de eficiéncia quéantica fotoquimica efetiva em estado adaptado a luz

(Fv/Fy) e taxas no rendimento quantico efetivo real (ePSl!).
3.6. ATIVIDADE ESPECIFICA DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Neste trabalho plantas de Jatropha curcas L. no mesmo estadio de
desenvolvimento e sob iguais condicdes de manejo, apresentaram diferentes
respostas na atividade fotossintética e principalmente no desempenho
fotoquimico permitindo inferir que o estresse verificado deve-se ao tipo de
ambiente em que as plantas estavam submetidas.

A Figura 15 mostra os resultados obtidos nas andlises da atividade
enzimatica realizada nas mesmas folhas onde foram medidas as trocas
gasosas e a fluorescéncia da clorofila a. Verifica-se que houve maior atividade
especifica da enzima dismutase do superéxido (SOD) (cerca de 23%) nas

plantas cultivadas na regido do litoral.
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Figura 15: Atividade especifica da superéxido dismutase (SOD) em plantas de
Jatropha curcas L. cultivadas na regido do interior de Itarana — ES e na regido do
litoral de Pontal do Ipiranga/Linhares — ES aos 510 DAP. U corresponde a quantidade
de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do corante azul de nitro-tetrazélio.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey.
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Em geral, o aumento da atividade da SOD leva a uma reducao dos
radicais livres ou espécies reativas de oxigénio (ERO), as quais danificam as
membranas, causando prejuizos nas taxas fotossintéticas (CARDOSO, 2009).
Tal prejuizo foi observado nas plantas cultivadas na regido do interior, que
apresentaram menores taxas de assimilacao liquida de CO; (Figura 5A).

O aumento da atividade da SOD foi acompanhado por um aumento da
atividade da catalase (CAT) (Figura 16), a qual é regulada pelos niveis de H,0,
(POLIDOROS; ACANDALIOS, 1999). O fato do H,0O, produzido pela SOD
servir como substrato para outras enzimas, como exemplo CAT e peroxidase
do ascorbato (APX), pode explicar a relacdo do aumento entre SOD e CAT nas

plantas da regido do litoral.
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Figura 16: Atividade especifica da catalase (CAT) em plantas de Jatropha curcas L.
cultivadas na regido do interior de Itarana — ES e na regido do litoral de Pontal do
Ipiranga/Linhares — ES aos 510 DAP. U corresponde a oxidacdo de 1 pmol H,O, min -
!, As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

A andlise da atividade da APX confirma esta relacdo (Figura 17).
Resultados com aumento na atividade da SOD, CAT e APX ap6s um periodo
de estresse foi observado no trabalho de Jiang; Zhang (2002), indicando que a
desintoxicacdo das ERO se faz por uma acdo conjunta de atividades

enzimaticas.
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De acordo com Cakmak; Horst (1991), o aumento na atividade de
algumas enzimas, como a CAT e APX, indica que, em algumas plantas
mantidas sob condi¢Oes de estresse, 0 H,O, produzido esta sendo consumido
preferencialmente por acdo de enzimas antioxidantes e ndo por processos
oxidativos, como na peroxidacao de lipidios. Esta afirmativa pode justificar a
maior atividade enzimatica encontrada nas plantas do litoral constatada neste
trabalho.

A correlacdo entre o crescimento e a atividade enzimatica foi observada
em plantas de Triticum aestivum submetidas a condi¢cOes de estresse por altas
irradiancias, nas quais houve diminuicdo do crescimento e aumento da
atividade da CAT e APX (CHAOMEI; YANLIN, 1993).

No presente estudo também foi possivel observar que as plantas
cultivadas na regido do litoral apresentaram menor crescimento (Figura 2 e 3) e
maior atividade das enzimas antioxidantes, demonstrando se tratar de uma
regido com condi¢gbes adversas ao desenvolvimento desta espécie. Segundo
Foyer et al. (2001) a inducédo da atividade das enzimas antioxidantes se da em
resposta ao estresse oxidativo (excesso de ERO) ocorrido devido a presenca
de condicbes adversas, tais como salinidade, ventos constantes, baixa

fertilidade e tipo de solo.
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Figura 17: Atividade especifica da peroxidase do ascorbato (APX) em plantas de
Jatropha curcas L. cultivadas na regido do interior de Itarana — ES e na regido do
litoral de Pontal do Ipiranga/Linhares — ES aos 510 DAP. U corresponde a oxidagao de
1 mmol ASA min . As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey.



36

A presenca constante de EROS pode causar sérios danos estruturais ao
metabolismo das plantas e o sistema de defesa pode ndo ser capaz de eliminar
tal dano, sendo assim, passa-se a notar decréscimos na atividade de enzimas
antioxidantes. Lee et al. (2001) relataram diminuicdo na atividade enziméatica
(SOD, CAT e APX) ap6s longos periodos de exposicao ao estresse em plantas
de arroz cultivadas com 150 mM de NaCl. Observaram também um aumento
na atividade das enzimas SOD e APX até trés dias de exposicdo ao sal e
diminuicdo apos este periodo.

O desenvolvimento das plantas cultivadas na regido do litoral, regido de
condicBes estressantes (com baixa fertiidade do solo e disponibilidade de
agua), demonstra que a maior parte dos fotoassimilados produzidos pela
atividade fotossintética foram preferencialmente encaminhados para a
manutencdo de metabolismo basico em detrimento ao crescimento. Como
exemplo tem-se um maior investimento na producdo de enzimas antioxidantes

para a eliminacdo das EROS.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise geral dos resultados demonstra que as plantas de pinh&o
manso possuem estratégias adaptativas quando cultivadas em ambiente com
condi¢cdes adversas visto que apresentaram melhor indice de desempenho
fotoquimico e melhor taxa fotossintética na regiao do litoral. Portanto, analises
de fluorescéncia transiente, mesmo representando somente a etapa
fotoquimica, podem ser utilizadas na afericdo do desempenho fotossintético em
geral.

Em contrapartida, as plantas cultivadas na regido do interior
apresentaram maior eficiéncia real do uso da agua, contribuindo para um maior
crescimento. Ao apresentarem menor atividade das enzimas antioxidantes
demonstram menores estresses oxidativos e menor formacgéao de ERO. De fato,
as condicdbes ambientais na regido do interior, demonstraram ser mais
favoraveis ao cultivo das plantas de pinhdo manso em razdo de maior
disponibilidade de nutriente, regularidades de chuvas e temperaturas mais

estaveis.
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