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RESUMO
Jatropha curcas é uma planta promissora para producdo de oleo utilizado como
biocombustivel. Atualmente, diversos estudos estdo direcionados para o melhor
entendimento da toleréncia dessa espécie frente as mudancas climaticas. Tendo
sido retratada como uma planta tolerante a alta radiacdo, temperatura e melhor
produtividade quando em ambientes ricos em CO,. O presente trabalho teve por
objetivo analisar o comportamento ecofisiolégico de plantas de cinco acessos de
pinhdo manso, obtidas por estaquia, cultivadas sob diferentes condi¢cdes de radiacao
e temperatura.Trés acessos (aqui denominados de NEF 01, NEF 04 e NEF 05)
foram obtidos na Area Experimental da Empresa NOVABRA Bioenergia situada em
Sao Gabriel da Palha, regido norte do estado do Espirito Santo e dois acessos,
identificados como NEF 06 e NEF 08, sdo hibridos resultantes de melhoramento
genético da Embrapa Bioenergia, propagados por semente e encontram-se
cultivados no Campo Experimental do IFES - Instituto Federal de Educacgéo, Ciéncia
e Tecnologia do Espirito Santo (Campus de Santa Teresa, ES). Em um primeiro
experimento, os efeitos da variacédo diaria da alta radiacdo e alta temperatura foram
analisados usando-se a fluorescéncia transiente da clorofila a. Em um segundo
experimento, as plantas dos cinco acessos estiveram expostas, durante duas
semanas, a duas condi¢cdes de Radiacao Fotossinteticamente Ativa (100% e 20% de
RFA) e seus efeitos foram analisados usando-se parametros do crescimento, da
fluorescéncia transiente da clorofila a e da fenologia reprodutiva. Os resultados
obtidos mostraram que as plantas dos acesos NEF 01 e NEF 05 foram as mais
sensiveis as variacdes diarias de RFA e temperatura apresentando sintomas de uma
fotoinibicdo crénica. Houve baixa eficiéncia na captura e transporte de elétrons para
além da Quinona A (Qa), provocado, principalmente, pela inativacdo do centro de
evolucdo do O, (CEO) e desconectividade das subunidades do FSII (banda K e L
positivas, respectivamente). Um aumento na fluorescéncia inicial (Fo), no tempo
maximo para atingir a fluorescéncia maxima (Tfmax), € no fluxo de energia dissipada
por RC ativo (DIo/RC), seguido de uma reducédo da fluorescéncia maxima (Fp,) foram
observados a medida que a radiacédo e temperatura aumentavam ao longo do dia. O
fotossistema Il (FSII) exibiu menor rendimento fotoquimico (pPo) e o FSI também
sofreu danos. Houve queda na eficiéncia com que um elétron pode se mover desde

os aceptores de elétrons do intersistema até os aceptores finais do FSI (dR,) € no



rendimento quantico de reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI por fétons
absorvidos (pRp). Assim, o indice de desempenho total (Plta) das plantas desses
dois acessos foi pequeno e nao foi observada recuperacgao ao final da tarde. Quando
submetido a 20% de radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), NEFO1 apresentou
maior crescimento do broto, maior expanséo foliar e maiores teores de pigmentos
fotossintéticos, contudo o Pl foi menor entre os acessos avaliados. As plantas
dos acessos NEF 04 e NEF 08 também apresentaram diminuicdo nos parametros
indicativos de danos no FSIl e FSI, porém apresentaram uma tendéncia a
recuperacdo fotossintética ao final da tarde, fato que remete a uma fotoinibicéo
dindamica. Quando submetidas a 20% de RFA, observou-se que todas as plantas
permaneceram no estadio vegetativo, ndo sendo registrada iniciacdo floral em
nenhuma planta dos cinco acessos. As plantas dos acessos NEF 04 e NEF 08
apresentaram o maior indice de desempenho fotoquimico total (Plww) €m ambas as
condicles de luz, porém NEF 08 ndo apresentou formacéo de flores femininas. As
plantas do acesso NEF 06 foram as que mostraram o melhor desempenho
fotoquimico tanto ao longo do dia quanto durante a exposi¢cao a duas condicdes de
RFA. Nao houve inibicdo do CEO, nem do FSII. Por consequéncia, foi 0 acesso com
maior produtividade quando sob condi¢é&o de pleno sol. Os resultados obtidos neste
trabalho permitem concluir que as plantas dos acessos NEF 01 e NEF 05 foram as
mais sensiveis as altas temperaturas e a alta radiacdo, enquanto que as plantas do
acesso NEF 06 seriam mais recomendaveis para o cultivo em regibes com alta
radiacdo e temperatura visto que, apresentaram mecanismos capazes de tolerar as
variacfes climaticas mostrando maior tolerancia fotoquimica e maior producédo de

frutos.

Palavras-chave: Pinhdo manso, fluorescéncia da clorofila a, estresse, fotoinibicéo,

floracao.



ABSTRACT

Jatropha curcas is a promising plant for the production of oil used as biofuel.
Currently, several studies point to the better understanding of the tolerance of this
species to climate change front. Having been portrayed as a tolerant plant to high
radiation, temperature and better productivity when in environments rich in CO,. This
study aimed to analyze the ecophysiological behavior of plants gotten by cutting, five
accesses of physic nutunder different conditions of temperature and radiation and to
relate the results with the flowering and fruiting of these different accesses. Three
accesses (here called NEFO1, NEFO4 and NEFO5) were obtained at the
Experimental Area of NOVABRA Bioenergy Company, located in Sdo Gabriel da
Palha, Espirito Santo, and two accesses, identified as NEF06 and NEF 08, are
hybrids resulting from genetic improvement of Bioenergy Embrapa, propagated by
seed and are grown in the experimental field of the IFES - Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo (Campus of Santa Teresa, ES).In
a first experiment, the effect of the daily variation of high radiation and high
temperature were analyzed using transient chlorophyll a fluorescence. In a second
experiment the plants were exposed for two weeks, the two conditions of
photosynthetically active radiation (100% PAR and 20%PAR) and its effects were
analyzed using growth parameters, the transient fluorescence chlorophyll a and
reproductive phenology. The results showed that plants of NEFO1 and NEF 05
accesses were the most sensitive to daily variations of PAR and temperature
showing all the symptoms of a chronic photoinhibition. There was low efficiency in
electron trapped and transport beyond primary quinone acceptor (Qa) caused mainly
to inactivation of the oxygen evolving complex (OEC) of PSIl and of the energetic
connectivity (grouping) of the PS Il units (positive band K and L, respectively). An
increase in initial fluorescence (Fo), time (in ms) to reach the maximal fluorescence
intensity (Tfmax), and the flow of energy dissipated by RC active (DIo/RC) followed by
a reduction of the maximum fluorescence (Fn) were observed when radiation and
increased temperatures over the day. Photosystem Il (PSIl) exhibited lower
photochemical efficiency (¢Po) and the PSI also suffered damage indicated by the
lower probability with which an electron from the intersystem electron carriers is

transferred to reduce end electron acceptors at the PSI acceptor side (dRo) and the



lowest quantum yield for reduction of end electron acceptors at the PSI acceptor side
(pRo). Thus, the total performance index (Plwta) Of the plants of these two accesses
showed a great decrease and did not return in the evening. When subjected to 20%
of photosynthetically active radiation (PAR), NEFO1 had higher bud growth, greater
leaf expansion and higher levels of photosynthetic pigments, though the Pltotal was
lower in the evaluated accesses. Plants of NEFO4 and NEF 08 accesses also
showed a reduction in parameters indicative of damage to PSIl and PSI but showed
a tendency to photosynthetic recovery in the late afternoon, a fact that refers to a
dynamic photoinhibition. When subjected to 20% of PAR was observed that in any of
the plants of five accesses there was the formation of inflorescences. Plants of NEF
04 and NEF 08 accesses had the highest total photochemical performance index
(Pliota)) in both light conditions, however NEF 08 showed no formation of female
flowers. Plants NEF 06 access were those that showed the best photochemical
performance both throughout the day and during the exposure to two PAR
conditions. There was no inhibition of the CEO or the PSII. Consequently, it has
access to higher productivity when under condition of full sun. The results of this
work has shown that plants of NEFO1 and NEFO5 accesses were the most sensitive
to high temperatures and high radiation while the plants NEF06 access would be
recommended for cultivation in areas with high radiation and temperature as
presented mechanisms to tolerate climatic change showing higher photochemical

tolerance and increased productivity.

Keywords: physic nut, chlorophyll a fluorescence, stress, photoinhibition, flowering.
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1. INTRODUCAO

A problematica das mudancas climéticas envolve complexas interacdes entre
processos climéticos, ambientais, econdmicos, politicos, institucionais, sociais e
tecnoldgicos. A Convencéo do Clima foi aprovada em 1992 (Rio 92) com o objetivo
de “estabilizar a concentragdo de gases de efeito estufa na atmosfera em um nivel
que previna uma interferéncia antropogénica perigosa sobre o sistema climatico”.
Entretanto, em 2012, as emissfes antropicas de gases de efeito estufa (GEE)
atingiram o equivalente a 50 bilhdes de toneladas de CO,. Cerca de 70% desse total
€ CO, propriamente dito e o restante sdo os demais gases, em especial metano
(CHy,) e 6xido nitroso (N20O) (KAHN et al., 2013).

Alteracbes nas condicbes climaticas provocam diversos impactos
socioambientais. Podem-se destacar as alteragdes na biodiversidade, o0 aumento no
nivel do mar (derretimento das geleiras e calotas polares), impactos na saude, na
geracao de energia hidrelétrica e na agricultura (periodos de floragdo) (MORENGO,
2006). A agricultura € uma atividade altamente dependente de fatores climaticos
como temperatura, pluviosidade, umidade do solo e radiacdo solar. Pesquisadores
da Embrapa acreditam que, em 2020, o Brasil vai ter um prejuizo acumulado de R$
7,4 bilhdes, pela reducdo da produtividade causada por alteracdes climaticas
(ASSAD e PINTO, 2008).

O biocombustivel € uma fonte de energia renovavel que pode ser produzido a
partir de uma ampla variedade de materiais e residuos vegetais, além de oferecer
muitas vantagens em relacdo a combustiveis fosseis. As plantas absorvem CO,
atmosférico para realizacdo da fotossintese e podem aumentar o estoque de
carbono organico do solo. Além disso, a emissdo de gases poluentes por veiculos
com biodiesel é menor que a de veiculos abastecidos com derivados de petroleo
(TILMAN et al., 2006; MCCORNICK et al., 2007).

No Brasil, o incentivo por tecnologias renovaveis se deu a partir de 1975 com
0 programa Proalcool, decreto n° 76.593, com o0 qual o governo tentava contornar a
crise mundial do petrdleo que se instalou na época (Petrobras, 2007). O incentivo se
deu para diminuir a dependéncia externa de petréleo, visto que a crise de 1973
alavancou o preco do barril, e minimizar o efeito das emissfGes de gases veiculares,

visando controlar a concentracao de gases de efeito estufa (LEITE et al., 2007).
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Em 1981, o governo desenvolveu o Programa Nacional de Oleos Vegetais
para Fins Energéticos, antigo Prodleo, através do decreto 17758/81, cujo objetivo
era incentivar e promover a substituicdo do 6leo diesel por dleos vegetais (soja,
amendoim e girassol). No entanto, a estabilizacdo do preco do petréleo, o alto custo
da producdo de oleo proveniente de oleaginosas e a consolidacdo do Proalcool
impediram a expanséo do programa Prodleo (TAVORA, 2011).

O MCT (Ministério da Ciéncia e Tecnologia) lancou, em 2002, o
PROBIODIESEL (Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnolégico do
Biodiesel) com o objetivo de desenvolver novas tecnologias para producdo de
biocombustivel e estabelecer uma Rede Brasileira de Biodiesel entre especialistas e
entidades responsaveis pelo desenvolvimento do setor (LIMA, 2005).

Em 2005, foi lancado um projeto para a implementacédo do uso do biodiesel
através de pesquisas e cultivo de plantas geradoras de 6leo (PNPB — Programa
Nacional de Produgéo e Uso do Biodiesel). Atraves da lei n° 11.097/2005 torna-se
obrigatéria “adicdo de um percentual minimo de biodiesel ao 6éleo diesel
comercializado ao consumidor, em qualquer parte do territério nacional...”.
Inicialmente ,adicionou-se 2% de biocombustivel no diesel comercial, o chamado B2.
Em 2008 foi utilizado o B5, o que provocou um aumento de 189% na producao de
biocombustivel em relacdo a 2007. Em 2014, uma medida provisoéria aprovada pelo
Congresso Nacional torna obrigatéria a mistura de 7% de biocombustivel ao diesel
comercial (GUERRA, 2014). A proposta é introduzir o B20 (20% de biocombustivel)
e assim ampliar o consumo de biodiesel e reduzir a emissdo de poluentes
(TAVORA, 2011).

O Brasil vem se destacando na producao de biocombustivel devido ao amplo
territorio, clima tropical e subtropical favoravel ao cultivo de uma vasta variedade de
matéria prima potencial e um setor de pesquisa avancado. Dentre os estados
produtores de matéria prima o Nordeste apresenta-se com forte potencial para o
desenvolvimento de biocombustivel.

Das espécies conhecidas, produtoras de biocombustiveis, o pinhdo manso
(Jatropha curcas L.) produz um 6leo relativamente simples de se converter em
biodiesel, a partir de produtos quimicos ou por reacdes bioldgicas de
transesterificacdo. Seu 6leo bruto também atende aos padrdes de qualidade dos
combustiveis no Brasil, EUA e Europa (BHERING et al., 2013).
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O pinhdo manso pertence & mesma familia da mamona, Euphorbiaceae.
Trata-se de um arbusto de crescimento rapido, com altura de 2 a 8 metros,
dependendo das condic¢@es, e raizes curtas com pouca ramificagcdo (ARRUDA et al.,
2004; DIVAKARA et al.,, 2010). O centro de origem dessa espécie ainda é
controverso, porém trabalhos mais recentes creditam que sua origem se deu na
América Central (DIAS et al., 2012; QUINTERO et al., 2014). Algumas pesquisas
sugerem que a regido costeira ao longo do Golfo do México seja o mais provavel
centro de origem do pinhdo manso. As evidéncias encontradas no pais propdem
gue o conhecimento e uso da Jatropha vém do povo Olmeca (1500-3000 a.c),
civilizagdo anterior aos Maias e Astecas (DIAS et al., 2012). Apesar de ser originario
do México, o pais ndo faz melhoramento genético das variedades e o grau de
diversidade genética entre e dentro de populacdes naturais € pouco estudado. O
estudo e o desenvolvimento de cultivares melhoradas tém sido liderados pela india,
China e Brasil (SORREL et al., 2010; QUINTERO et al. 2014).

Programas de melhoramentos genéticos demandam incentivos financeiros.
Porém programas de pesquisas envolvendo pinhdo manso sao atrasados quando se
compara com outras espécies produtoras de 6leo (FREITAS et al., 2011). No Brasil,
a EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) e a EPAMIG (Empresa
de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais) ja trabalham na criacdo de um banco de
germoplasma auxiliando e investindo em estudos na area.

Apesar dos investimentos em pesquisas, Jatropha curcas ainda é
considerada uma planta selvagem. A espécie possui grande tolerancia as variacdes
climaticas, mas nao tolera condicGes extremas de estresses. Trata-se de uma planta
gue nao suporta fortes geadas, mas sobrevive a tais fatores menos consideraveis
perdendo as folhas e consequentemente reduzindo a producdo (JINGURA et al.,
2011).

A producédo de J. curcas é determinada pelo florescimento, principal estagio
fenologico para a producdo de 6leo, uma vez que o numero de flores femininas
fecundadas determina a quantidade de frutos e sementes que serdo desenvolvidos
(JUHASZ et al., 2009). Em algumas regides tropicais, o florescimento (e a producéo
de sementes) de Jatropha curcas L. durante a época de chuvas € limitado pela baixa
irradiancia (AKER, 2011). Alguns autores sugerem que as baixas taxas
fotossintéticas limitam tanto o crescimento vegetativo quanto a floracdo

(ZAMARRIPA, 2011). No Brasil, o pinhdo manso floresce uma vez por ano em
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condicdes naturais de plantio, distribuindo sua producdo no periodo de novembro a
abril, quando ap6s esse periodo, o pinhdo manso entra em repouso vegetativo até
gue se iniciem as chuvas (UNGARO e NETO, 2007).

O estado do Espirito Santo foi o primeiro a criar oficialmente um programa de
apoio ao cultivo de pinhdo manso. No ano de 2003/04, o Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER) implantou o cultivo e
pesquisa de pinhdo manso em suas fazendas experimentais. Um zoneamento
agroclimatico para a cultura foi definido por Toledo et al. (2009). Galvéas et al.(2011)
indicaram os municipios de Linhares, Sdo Mateus, Colatina e Concei¢do da Barra
como as areas que tiveram maior aceitacdo e expansdo do cultivo dessa cultura,
Pezzopane et al. (2012) e Collares (2012) mostraram que aproximadamente 78% do
territorio capixaba apresentam caracteristicas necessarias para o cultivo dessa
espécie, ou seja, possui terras quentes, secas e estacao chuvosa bem definida.

Ora, é fato bem comprovado que a luz e a temperatura sédo dois fatores que
exercem grande influéncia nos processos de desenvolvimento, producdo e
crescimento dos vegetais (ATROCHET, 2001). A taxa de crescimento das plantas
reflete a habilidade de adaptacdo as condicbes de radiacdo em que estdo se
desenvolvendo e as caracteristicas de crescimento podem ser utilizadas para
identificar o grau de tolerancia das espécies a disponibilidade de luz (ALMEIDA et
al., 2005), favorecendo os trabalhos de melhoramento na busca por materiais mais
produtivos. Desse modo, 0 sucesso de uma espécie a ambientes com baixa ou alta
radiacdo é baseado na eficiéncia e rapidez com que o comportamento fisiologico é
ajustado para maximizar a aquisicdo de recursos (DIAS-FILHO, 1997;
VALLADARES et al., 2006).

A fotossintese € um dos eventos fisiolégicos mais influenciados pelas
condi¢cBes ambientais (DENG et al., 2003). Yusuf et al. (2010) e Zhang et al. (2010)
descrevem que o aparato fotossintético € muito sensivel a alteracbes ambientais e
sofre mudancas estruturais mantendo a sua funcionalidade em ambientes
continuamente variaveis. Dessa forma, a fluorescéncia da clorofila a, torna-se uma
ferramenta rapida e ndo destrutiva capaz de fornecer informacdes sobre o estado do
aparato fotossintético, principalmente sobre as funcdes e atividades do FSII
(MATHUR et al., 2013).
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2. HIPOTESE

Diferentes acessos de pinhdo manso apresentam diferentes mecanismos de

tolerancia a variacéo de radiacdo e temperatura.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da variacdo da temperatura e da radiacdo em cinco acessos
de Jatropha curcas L..

3.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da radiacdo/temperatura sobre o crescimento das plantas
de cinco acessos de Jatropha curcas L.;

Identificar as alteracbes no desempenho fotoquimico em cinco acessos de
Jatropha curcas L. provocados pelas altas temperaturas;

Identificar as alteracbes no desempenho fotoquimico em cinco acessos de
Jatropha curcas L. provocados pela alta radiacéo;

Analisar os mecanismos de protecdo a alta radiacdo e temperaturaem cinco
acessos de Jatropha curcas L. provocados pela alta radiacéo;

Avaliar os efeitos da radiacdo/temperatura na biosintese de pigmentos
fotossinteticosem cinco acessos de Jatropha curcas L. provocados pela alta
radiacao;

Relacionar os niveis de radiacdo/temperatura com a floracdo dos cinco

acessos de Jatropha curcas L.
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Capitulo 1

Curso diario da atividade fotoquimica de cinco acessos de Jatropha curcas L.
cultivadas sob alta radiag&o e alta temperatura

RESUMO

O pinh&o manso é conhecido por ser uma planta tolerante a diferentes estresses e
com um alto potencial produtor de 6leo para biocombustivel. Neste trabalho foram
utilizados cinco diferentes acessos de Jatropha curcas L. cultivados sob alta
radiacdo e alta temperatura, em pleno verdo em Vitoria/ES e seus efeitos analisados
pela cinética da emissdo da fluorescéncia da clorofila a. Todos os acessos
apresentaram curva OJIP tipica e bandas K e L positivas, isto €, indicativos de
danos no Complexo de Evolucao de O, (CEO) e quebra de conectividade energética
nas subunidades do fotossistema II(FSII) em diferentes horarios do dia. As plantas
dos acessos NEF 01 e NEF 05 foram as Unicas que ndo apresentaram recuperacao
do CEO e da conectividade das sub-unidades do fotossistema Il ao final da
tarde.Nessas plantas, ao longo do experimento, foi possivel observar um aumento
na fluorescéncia inicial, no tempo maximo para atingir a fluorescéncia maxima, no
rendimento quantico maximo fotoquimico do FSIl e no fluxo de energia dissipada
por centro de reacao ativo, seguido de uma reducdo da fluorescéncia maxima em
ambos 0s acessos. A ndo recuperacao desses parametros confirma a ocorréncia de
fotoinibic&o crénica. Ja os acessos NEF 04 e NEF 08 apresentaram uma tendéncia a
recuperacao fotossintética ao final da tarde. A recuperacéo da eficiéncia fotoquimica,
a medida que a radiacdo e temperatura tornam-se mais amenas, remete a uma
fotoinibicdo dinamica. O Unico acesso que ndo apresentou variacdo na etapa
fotoquimica, apesar da exposicéo a alta luminosidade, foi NEF 06. Ao observar estes
resultados, pode-se concluir que o acesso NEF 06 é o mais propicio para regides de
alta radiacdo solar e altas temperaturas, enquanto que NEF 01 e NEF 05 sdo mais

susceptiveis a fotoinibicao.

Palavras chave: Fluorescéncia da clorofila a; pinhdo manso; fotoinibicao;

luminosidade.
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Daily course of photochemical activity five Jatropha curcas L. accessions
grown under high radiation.

ABSTRACT

The Jatropha is known to be a tolerant plant to different stresses and with a high
potential producer of oil for biofuel. In this work we used five different Jatropha
curcas L. accession grown under high radiation and high temperature, in midsummer
in Vitéria / ES and their effects analyzed by the emission kinetics of chlorophyll a
fluorescence. All accessions OJIP typical curve and bands K and L positive, that is
indicative of damage to the O, Evolution Complex (CEO) and the breaking energy
connectivity subunits of photosystem Il (PSII) at different times of the day. The plants
of accession NEFO1 and NEF 05 were the ones that did not show recovery of the
CEO and connectivity of the subunits of photosystem Il in the late afternoon. In these
plants, throughout the experiment, we observed an increase in initial fluorescence,
the maximum time to peak fluorescence maximum photochemical quantum yield of
PSIl and flow energy dissipated by RC active, followed by a reduction of maxim
fluorescence in both accession. Failure retrieving that data confirms the occurrence
of chronic photoinhibition. Have accesses NEF 04 and NEF 08 tended to the
photosynthetic recovery in the late afternoon. The recovery of photochemical
efficiency as radiation and temperatures become milder, refers to a dynamic
photoinhibition. The only access that did not change in the photochemical step,
despite exposure to high luminance, was NEF 06. When observing these results, we
can conclude that access NEF 06 is more conducive to high solar radiation and high
temperature regions, while NEF 01 and NEF 05 are more susceptible to

photoinhibition.

Keywords: chlorophyllifluorescence; Jatropha curcas; photoinhibition; luminosity.
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5.1 INTRODUCAO

Estresses abioticos resultam em efeitos negativos sobre o crescimento e
desenvolvimento da planta. Tipos diferentes de estresses abidticos tais como:
disponibilidade de agua (FINI et al., 2013), temperaturas extremas (MATHUR et al.
2014) e alta irradiancia (ESSEMINE et al. 2012) sdao amplamente estudados. Os
fatores ambientais que mais afetam o crescimento de uma planta sdo agua e luz,
contudo, as condi¢cbes e alteracdes da intensidade luminosa a qual uma espécie
esta condicionada torna-se fundamental nos processos de desenvolvimento e
producéo (ATROCH et al., 2001).

Fotoinibicdo pode ser definida como um declinio, induzido por luz, na
atividade fotoquimica (OHAD et al., 2011). A fotoinibicdo ocorre, principalmente, no
fotossistema Il (FSII), muito embora a fotoinibicdo do fotossistema | (FSI) também
tenha sido relatada em algumas espécies (ORT, 2001; ESSEMINE et al., 2012;
TIKKANEN et al., 2014).

O rendimento quantico maximo fotoquimico potencial do FSII (Fv/Fu = ¢Py), a
fluorescéncia inicial (Fo), a fluorescéncia maxima (Fy), 0 tempo maximo para atingir
a fluorescéncia maxima (Tfmax), O fluxo de energia dissipada por RC ativo (DI¢/RC),
os indices de desempenho (Plass € Pliota)) € 0S coeficientes de extingédo (fotoquimicos
e nao fotoquimicos) sdo os parametros mais sensiveis e por iSso mais usados na
identificacdo da fotoinibicdo (HAN et al., 2009; OHADA et al., 2011; ESSEMINE et al,
2012; SCHANSKER et al, 2014).

A fotoinibicdo pode ser classificada como dindmica ou crbnica (LONG et al,
1994; RANJAN et al. 2014). A fotoinibicdo dinamica ocorre no horario de maior
radiacdo e temperatura provocando uma reducdo na eficiéncia fotoquimica e um
desvio do excesso de energia para a dissipacdo de calor. A reducéo da radiacdo e
temperatura ao longo do dia permite uma recuperacdo da atividade fotoquimica
(DOS SANTOS et al., 2013 e GUIDI et al., 2014). As alteracbes causadas por esse
tipo de fotoinibicdo ndo podem ser caracterizadas como dano e sim como um
mecanismo de protecdo que permite a dissipacdo do excesso de energia.

Na fotoinibicdo cronica a reducdo da eficiéncia fotoquimica da-se pela
degeneracéo da proteina D1 do FSII, sendo causada pela exposi¢cdo prolongada a
alta radiacdo e temperatura (DOS SANTOS et al.,, 2013). Kalaji et al. (2014)

descrevem que a recuperacdo desse processo se da por exposi¢cdo prolongada a
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baixa radiacdo e temperatura uma vez que, a auséncia de luz impossibilita a sintese
de ATP necesséria para a regeneracao da proteina D1.

Jatropha curcas L. é uma planta lenhosa tropical, oleaginosa, pertencente a
familia Euphorbiaceae, originaria da regido costeira mexicana (DIAS et al., 2012).
Encontrada ao longo dos trépicos e subtropicos das Américas, Asia e Africa, ela é
considerada um modelo de planta produtora de biodiesel por causa da sua elevada
capacidade de armazenar 6leo nas sementes (ABDULLA et al., 2011). Devido ao
seu potencial produtivo, J. curcas tem demandado ampliacdo das areas de cultivo e
melhoramento de cultivares sendo, a india, a lider de cultivo e domesticacio dessa
espécie (QUINTERO et al., 2014). Dos Santos et al. (2013) identificaram a
ocorréncia de fotoinibicdo dinamica em pinhdo manso durante estacdo seca e
fotoinibicdo crénica em déficit hidrico severo. Porém, Ranjan et al. (2014) nao
identificaram fotoinibicdo em plantas de J. curcas quando compararam a eficiéncia
fotossintética de folhas jovens (vermelhas) e folhas maduras (verdes).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo identificar a ocorréncia de
fotoinibicdo e alteracbes no aparelho fotossintético causado pela alta radiacdo e
temperatura. Com isso ,espera-se obter melhor entendimento da variabilidade de

resposta dos diferentes acessos da espécie Jatropha curcas L.

5.2 MATERIAL e METODOS

5.2.1 — Material vegetal e condi¢cdes de cultivo

O experimento foi conduzido no Campus Universitario de Goiabeiras da
Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, E.S(20°18'52”S e 40°19°06”W).
Foram analisados cinco acessos de Jatropha curcas L., obtidos por estaquia. Dois
acessos, identificados como NEF 06 e NEF 08, sdo resultantes de melhoramento
genético do Banco de Germoplasma da Embrapa Bioenergia, cultivados no Campo
Experimental do Instituto Federal do Espirito Santo (Campus de Santa Teresa, ES)
e, trés acessos identificados como NEF 01, NEF 04 e NEF 05 foram obtidos na Area
Experimental da Empresa NOVABRA Bioenergia situada em Sao Gabriel da Palha,

regido norte do Espirito Santo.
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As estacas foram plantadas em vasos plasticos com capacidade para 8 litros,
contendo substrato constituido de uma mistura de solo e areia na proporgdo 3:1
(v/v). As plantas foram mantidas em condigdo ambiente por seis meses e regadas

sempre que necessario para manter o solo em sua capacidade de campo (Figura 1).
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Figura 1- Radiacdo e temperatura do periodo experimental. As plantas foram
mantidas em condicbes ambientes na é&rea experimental da UFES
(Vitéria/lE.S) - Fonte: INCAPER (base localizada na Ilha de Santa Maria a
30Km da area experimental) - Lat: 20°31°56 S Long: 40°31°72W.
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5.2.2 - Cinética de emissao da fluorescéncia transiente ou polifasica (OJIP)

Tabela 1 — Parametros do teste JIP e sua descricdo com base em STRASSER et al.
(2000 e 2004); ZIVCAK et al. (2014).

Parametros da fluorescéncia

Descrigao

FO = FZOus

FM=FP

Tfwiax

Fv=Fu-Fo

Fv/Fo

®Po = TRo/ABS = F,/Fn

@Eo=ET./ABS

LIJEO = ET()/TRO = 1'VJ = L’IJETZO

LIJREQ =1-V|= pRO = RE()/TRO

6R0 = RE()/ETO

(PRO = REo/ABS

ABS/RC = (dV/dto/Vs) x (1/9P)
DI/RC = [dV/dto/V;] X [1/(Fo/Fu)]
ETo/RC = (dV/dto/V;) X (1 - V)

TRU/RC = (dV/dto)/VJ

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

Pliotar = Plabs X (BRo/(1-8R0))

Fluorescéncia inicial (quando todos os centros de reagdes do
FSII estdo abertos)

Fluorescéncia maxima (quando todos os centros de reagdes do
FSII estao fechados)

Tempo (em ms) para atingir a intensidade maxima de Fy
Fluorescéncia variavel

Eficiéncia das rea¢des fotoquimicas do FSlI

Rendimento quantico maximo fotoquimico do FSII (t = 0)
Rendimento quantico do transporte de elétrons de QA" para os
aceptores de elétrons do intersistema.

Probabilidade (no tempo 0) que um éxciton capturado tem em
mover um elétron na cadeia de transporte de elétrons de QA para

Qs.
Probabilidade de um éxciton capturado mover-se a partir do FSII
reduzido até o FSI.

Eficiéncia com que um elétron pode se mover desde os
aceptores de elétrons do intersistema até os aceptores finais do
FSI.

Rendimento quéntico de reducao dos aceptores finais de elétrons
do FSI por fétons absorvidos.

Fluxo de energia absorvida por RC ativo ou tamanho aparente da
antena de um centro de reagéo ativo do FSI|

Fluxo de energia dissipada por RC ativo

Fluxo de transporte de elétrons de QA para Qg por RC ativo

Fluxo decaptura de energia (levando aredugao de Q) por RC em
t=0

indice de performance do FSII

indice de performance total (até os aceptores finais de elétrons
do FSI)

Os parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a foram determinados

em folhas do segundo/terceiro nd, completamente desenvolvidas através de um

fluorémetro portatii (Modelo Handy PEA, Hansatechlnstruments, King's Lynn,

Norfolk, UK). As medidas foram realizadas entre 7 horas e 17 horas, com intervalo

de duas horas. As folhas foram mantidas no escuro por 60 minutos, tempo suficiente

para a oxidacdo completa do sistema fotossintético de transporte de elétrons. A

emissao de fluorescéncia foi induzida em uma area de 4 mm de didametro da folha
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pela exposicdo da amostra a um pulso de luz vermelha (pico 650 nm) numa
intensidade de cerca de 3.000 umol m? s™. As intensidades de fluorescéncia foram
medidas entre 20 ps e 1 s, onde: 20us (Fo) e Fu (fluorescéncia maxima - cerca de
300 ms) foram utilizadas para calcular os parametros estabelecidos pelo Teste JIP
(STRASSER E STRASSER, 1995; STRASSER et al.,, 2000) que se baseiam na
Teoria de Fluxo de Energia em Biomembranas (STRASSER et al., 2004) (Tabela 1).
Apéds a normalizacdo dos dados, foi possivel representar o transporte de elétrons na
etapa fotoquimica.

5.2.3—Indices de Clorofila

Os teores de clorofila foram mensurados, nas mesmas folhas utilizadas para
medir a fluorescéncia da clorofila a, utilizando-se um medidor portatil (SPAD 502,
Minolta Camera Co., Osaka, Japéo). As leituras foram feitas em duas folhas por
planta, e o resultado expresso como a meédia de 10 medicbes na mesma folha,
descritos como indice de clorofila, unidades SPAD (PLOSCHUK et al. 2014).

5.2.4 — Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. O
horario de 07 horas foi utilizado como referéncia para normalizacdo dos dados, visto
gue, no inicio da manha a temperatura (min. 21,3° e max. 22,9° e radiacéo (81,9
kJm?) foram mais amenas em relacdo aos demais horarios. Todo o experimento foi
conduzido com quatro repeticdes bioldgicas independentes. Os resultados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando os valores de F foram
significativos, uma comparacédo de médias foi realizada usando-se o teste de Tukey,
em nivel de 5%, utilizando o programa para analises estatisticas Assistat 7.7 beta
(2008).

5.3 RESULTADOS

Durante as andlises foi possivel verificar que a temperatura e radiacao (Figura
2) no inicio da manha foram as mais amenas (23°C e 81,04 kJm?). A partir de 8
horas foi possivel verificar que uma curva ascendente esta sendo apresentada,

sendo as 13 horas o maior valor registrado (3.817 kJm?). Entretanto, a partir de 14
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horas a radiacdo apresentou uma reducdo. O mesmo nao foi observado para a

temperatura que, entre 9 e 18 horas, se manteve elevada (28°C & 33°C) (Figura 2).
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Figura 2- Curva diaria de radiacdo e temperatura registrada em Vitoria/E.S no

periodo experimental. Fonte: INCAPER (base localizada na llha de Santa

Maria a 30Km da area experimental) - Lat: 20°31°56 S Long: 40°31°72W.
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A analise dos dados de clorofila indicou diferencas significativas entre os
acessos de pinhdo manso utilizados neste experimento (Figura 3). As plantas do
acesso NEF 06 apresentavam o maior indice de clorofila (39,59 unid. SPAD)
enquanto as plantas do acesso NEF 05 apresentaram o menor indice (31,91 unid.
SPAD).
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Figura 3- indice de clorofila (unid. SPAD), de folhas jovens totalmente expandidas de
cinco acessos de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) cultivados no campo
experimental da Universidade Federal do Espirito Santo em Vitoria, ES.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. (n=10)

O aumento da radiacdo e da temperatura ao longo do dia afetou a
fluorescéncia transiente OJIP dos acessos analisados (Figura 4). Foi possivel
verificar que a curva polifasica apresenta alteragcdes na sua homogeneidade (Figura
4A-E). Através da fluorescéncia variavel relativa (AVop) observou-se que em todos 0s
acessos houve diferengas positivas a medida que a radiagéo solar e a temperatura

aumentaram (de 9 as 15h) (Figura 4F-J).
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A 1,2 ——07H ——09H 11H —=—13H —=—15H —¥—17H 0,10 ——07H ——09H 11H ——13H ——15H ——17H
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Figura 4- Fluorescéncia variavel relativa obtida como Vop=[F-Fo)/[Fm-Fo] (A-E) e a
diferenca cinética da fluorescéncia variavel (F-J) obtida como AVop=Vophorario]
—Vopyreferencia] das plantas de cincos acessos de Jatropha curcas L. NEF 01- A
e F; NEF 04- B e G ;NEF 05- C e H; NEF 06- D e I; NEF 08- E e J.O horério
de 07h foi usado como referéncia (= 1). O tempo de um segundo esta
representado em escala logaritmica (ms). (n=8)
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Na figura 5 é possivel verificar que a combinacdo do aumento da radiacdo e
da temperatura também induziu o aparecimento significativo de bandas K (Figura 5A
e C) e L (Figura 5F e H) nos acessos NEF 01 e NEF 05 em todos os horarios. Em
NEF 04 (Figura 5B e G) e NEF 08 (Figura 5E e J) as bandas foram positivas entre 7
e 15 horas. Contudo o acesso NEF 06 ndo apresentou diferenca significativa para a
banda K (Figura 5D) e L (Figura 5J).

As variacdes dos parametros do teste JIP sdo apresentadas nas figuras 6. O
valor de cada parametro foi normalizado tomando-se como referéncia o horéario de 7
horas da manha visto que, neste horario, 0s acessos apresentaram 0S menores
valores absolutos de Fy e os maiores valores absolutos de F, Fv/Fm e Fy/Fo.

A fluorescéncia inicial (Fo) nas plantas do acesso NEF 01 aumentou 15% as
9h chegando a 36% as 15h (Figura 6A). As plantas do acesso NEF 04 e NEF 05
tiveram um aumento de Fo em torno de 23% as 11h chegando a 35% as 15h (Figura
6 B-C). A excecdo aconteceu nas plantas do acesso NEF 06 onde ocorreram
pequenas variacdes, porem em nenhum dos horarios houve diferencas significativas
guando comparadas com o horario tomado como referéncia (Figura 6D).

A partir das 9 h da manha houve uma queda gradativa de F, em todos os
acessos. Nas plantas do acesso NEF 08 (Figura 6E) essa reducdo se deu em todos
os horarios (9 as 17h), em NEF 04 de 9 as 15h (Figura 6B), em NEF 06 (9-13h)
(Figura 6D), em NEF 05 a queda em F, ocorreu as 9 e as 15h (Figura 6E) e em NEF
01 (Figura 6A) somente nos horarios de maior radiacéo e temperatura (13 e 15h). O
aumento de Fo em conjunto com a queda de F, pode ser facilmente visualizado nos
valores da fluorescéncia variavel (Fy) onde as menores diferencas foram
encontradas em NEF 08 (9-17h), seguindo por NEF 01, NEF 04 e NEF 05 (9 -15h) e
em NEF 06 somente das 9h as 13h.

Ao longo do dia o rendimento quantico maximo potencial do FSIlI (Fv/Fu =
©Py) caiu gradativamente desde as 9h até a ultima medida (17h) em NEF 04 e 05,
no horario de maior estresse de luz e temperatura em NEF 01 (13-15h), somente as
13h em NEF 06 e as 15h em NEF 8. A eficiéncia das reacfes de Oxido-reducao

(Fv/Fo) foram similares aos resultados de Fy/Fy para NEF 06 (Figura 6D).
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Figura 5- Diferencgas cinéticas da fluorescéncia variavel relativa (AV;) evidenciando o
aparecimento da banda K (AVo;=(AVoyratamento))-(AVougreterenciay) — A (NEF 01);
B (NEF 04); C (NEF 05); D (NEF 06) e E (NEF 08), banda L
(AVOK=(AVOK(tratamento))'(AVOK(referéncia)) -F (NEF 01); G (NEF 04); H (NEF 05); |
(NEF 06) e J (NEF 08) e banda G - K (NEF 01); L (NEF 04); M (NEF 05); N
(NEF 06) e O (NEF 08) durante as analises realizadas em plantas de cinco
acessos de J. curcas. A medidas realizada as 7 horas foi considerada como
referéncia (= 0) e as seguintes como tratamentos. * diferenca estatistica entre
os horarios avaliados pelo teste de Tukey a 5%. O tempo esta representado
em escala logaritmica (ms). (n=8)
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O tempo para atingir Fr, (Tfnax), que é um parametro descritivo usado para
estimar o tempo para atingir o maximo de fluorescéncia, foi alcancado em cerca de
250 ms as 7h da manhd, mas mostrou uma tendéncia interessante ao longo do dia.
Durante a segunda medicao (9h), sofreu uma redugdo em NEF 01, NEF 04 e NEF
05 de cerca de 20%. As 13 horas, quando a radiacdo solar atingiu 3.817 kJ m?
todos os acessos apresentaram reducéo significativa de Tfnax. Ao final da tarde (17
h), as plantas dos acessos NEF 04 e NEF 08 apresentaram os valores de Tfmax
proximo aos valores das 07 h da manhd e em NEF 01 e NEF 05 estes valores foram
cerca de 30% maiores do que o valor referéncia.

As alteragBes nos parametros funcionais também apresentaram diferencas
significativas entre os acessos. O fluxo de absorcéo (pelas clorofilas das antenas)
por centro de reacao ativo (ABS/RC) aumentou 31% nas plantas de NEF 01 e 20%
em NEF 04, a taxa de dissipacdo por centro de reacao ativo (DIo/RC) chegou a
107% em NEF 01, 76% em NEF 04 e cerca de 40% em NEF 05 e 08 as 15 horas.

A eficiéncia do transporte de elétrons na cadeia de transporte (YEo = ETo/TRy)
reduziu-se em todos os acessos, com excecdo de NEF 06 onde ndo houve variacao
ao longo do dia.

O indice de desempenho do FSII (Plas) sofreu uma queda pronunciada em
todos os acessos, porém merecem destaque as plantas dos acessos NEF 01 e NEF
04 com uma reducao de cerca de 61% e 46%, respectivamente, as 13h. Observa-se
também que houve uma tendéncia de recuperacdo as 17h nas plantas dos acessos
NEF 01 e NEF 05 enquanto que em NEF 04 e NEF 08 os valores alcancaram 0s
niveis iniciais, isto €, valores muito semelhantes aqueles das 7h da manha.

Para NEF 06, as 17 horas, o rendimento no transporte de elétrons de Qa para
os aceptores do intersistema (QEo), o rendimento e a eficiéncia no transporte de
elétrons para o FSI (pRo e dRp) foram os mesmos que o horario de referéncia
(Figura 6D).
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Figura 7- Parametros derivados do Teste JIP dos transientes de fluorescéncia
mostrados na figura 3, para quantificar o desempenho fotoquimico de plantas
de cinco acessos de pinhdo manso. A = NEF 01; B = NEF 04; C = NEF 05; D
= NEF 06 E = NEF 08.0s valores foram normalizados usando como
referéncia (igual a unidade) os resultados obtidos as 7 horas da manha. *
diferenca estatistica entre os horarios de cada acesso pelo Teste de Tukey, p

< 0,05. (n=8)
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De modo bem similar, o indice de desempenho total (Plia) também teve uma
gqueda ao longo do dia porém nota-se que inicialmente houve um melhor
desempenho as 9h em NEF 01, continuou aumentando em NEF 04 e NEF 05 as 11h
e nas plantas dos acessos NEF 08 houve aumento e quedas ao longo do dia porém
com tendéncia de aumento ao longo da manha e queda somente apos as 15h
(Figura 8). Para NEF 06 foi possivel verificar um aumento as 11 horas, seguida de
uma queda acentuada, porém o seu desempenho, ao fim da tarde, foi equivalente ao

horario de referéncia.

1,60 -
1,40 - Tl e
2 .
T
2  J—— R
o e T )
= 4 .. NEF 06
5 1,00 - ® = $
a ., @ °
° e {EF 08
“""'-..'.‘ ™Y '-.‘,_'. .
0,80 - EF 04
0,60 : : : : : “NEFO01,
7h 9h 11h 13h 15h 17 h
equacdo R?
NEF 01 y=-0.0028x%- 0.0706x+ 1.1419 0,8076
NEF 04 y =-0.0159x%+ 0.0594x + 1.0307 0,6279
NEF 05 y=0.0305x2+ 0.1411x+ 0.9295 0,7858
NEF 06 y=-0.0737x2+0.5049x + 0.619 0,3636
NEF 08 y =-0.0401x2 +0.2423x+ 0.8504 0,6181

Figura 8 - Curva diaria do indice de desempenho total (Pli) dos cinco acessos de

Jatropha curcas L. cultivadas sob alta radiacédo e temperatura. (n=8)
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5.4 DISCUSSAO

A variagao diurna dos transientes OJIP evidenciou as diferencas de
sensibilidade a radiacdo/temperatura entre os cinco acessos da espécie Jatropha
curcas. Um aumento rapido do passo J nas curvas OJIP da fluorescéncia da clorofila
a foi observada quando os acessos NEF 01, NEF 04 e NEF 05 foram expostos a alta
luminosidade e altas temperaturas, enquanto nenhuma mudanca notavel na
fluorescéncia transiente OJIP foi detectada no acesso NEF 06.

Um aumento no nivel do passo J é geralmente interpretado como indicativo
de uma desaceleracdo do transporte de elétrons para além Qa. De fato, o fluxo de
transporte de elétrons (para além de Q) por RC(ETo/RC) aumentou em todos os
acessos até as 15h e caiu somente nas plantas do acesso NEF 05 ao final da tarde,
guando entdo a luminosidade e a temperatura eram mais amenas. No entanto, é
bem conhecido que, em condi¢cbes de alta luminosidade, sob exposi¢cdo ao sol, por
exemplo, as plantas tém geralmente menores dimensfes da antena do FSIl
(LICHTENTHALER, 1985). Por outro lado, em condigbes de pouca luz, em um
ambiente sombreado, as plantas tém maior tamanho da antena do FSIl. Nossos
resultados sdo semelhantes ao encontrados por Zivcak et al. (2014) em seu trabalho
com proteinas. Os autores observaram alteracdes na quantidade de proteinas das
antenas periféricas do FSII (as principais proteinas das antenas periféricas) em
resposta as condi¢des de alta luminosidade.

E fato comprovado que na fotossintese, os pigmentos localizados nos
cloroplastos da folha absorvem a radiacdo solar e, através da transferéncia
energética, a excitacdo resultante € canalizada para os centros de reacdo. Estes,
entdo ativados, liberam os elétrons para iniciar o processo fotoquimico (CURRAN et
al., 1990; RICHARDSON et al., 2002; HALLIK et al., 2012). As plantas do acesso
NEF 06 apresentaram os maiores indices de clorofila quando comparadas com as
plantas dos outros quatro acessos deste experimento e, realmente as plantas desse
acesso foram as que apresentaram melhor desempenho do FSIlI e do FSI. Porém
esses teores de clorofila na planta ndo podem ser relacionados ao seu desempenho
fotoquimico, uma vez que, o tamanho da antena (ABS/RC) é uma determinante mais
importante da intensidade de fluorescéncia maxima do que o conteudo clorofila na
folha (DINC et al., 2012).

Somam-se a esses resultados os valores de Fo. A fluorescéncia inicial &

considerada como referéncia para a distribuicdo inicial de energia e a eficiéncia de
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excitacdo capturada no FSIl. O valor de Fo aumenta quando o numero de clorofilas
funcionais, néo ligadas aos RCs do FSII, aumenta. Assim, um aumento de F, pode
ser interpretado como uma dissociacdo do nucleo dos complexos coletores de luz
(LHCII) do FSII gerando um dano ao FSII (CAJANEK et al., 1998).

Os acessos NEF 01 e NEF 05 apresentaram banda K positiva em todos os
horarios analisados. Mathur et al. (2014) e Fisher et al. (2006) descrevem a banda K
como uma resposta a alta temperatura podendo também estar associada a alta
luminosidade, causando a inibicdo do centro de evolugdo do oxigénio (CEO) e a
ocorréncia de uma mudanca na estrutura do complexo antena do FSII. Ora, o FSIl é
reconhecido por ser um sistema com elevada susceptibilidade a danos provocados
pela alta radiacdo, fato comprovado pelo aumento de Fo, Tfnax € uma reducdo Fv/Fo
em ambos 0S acessos.

O declinio do valor Fy/Fy também é um bom parametro para acompanhar a
inativacado dos RC do FSII, pois esta ligado a perda da capacidade de evolucao do
oxigénio, sendo provocado, também, pela fotoinibicdo (SCHANSKER et al., 2014).

A alta luminosidade e temperatura ao longo do dia alteraram a eficiéncia do
FSiII, isto €, houve um rompimento de conectividade energética das subunidades do
FSII nos acessos NEFO1, NEF 04, NEF 05 e NEF 08 que apresentaram banda L
positiva em todos os horarios analisados. Porém, mesmo com a elevacao de DIy/RC,
indicando a eficiéncia na dissipacdo do excesso de energia durante todos os
horarios analisados o transporte de elétrons foi bloqueado. Houve queda de
ETo/ABS, da eficiéncia no transporte (0Ry) e eficiéncia quantica (pRp) do FSI.
Resultado semelhante foi encontrados por Adamski et al. (2011) em seu trabalho
com estresse de ferro.Para os autores a dose de 9,00 mM de Fe provocou a
diminuicdo da conectividade energética das subunidades do FSII em plantas de
Ipomoea batatas L.. Considerando que as unidades do FSII estéo ligadas ao centro
de reacdo e ao complexo antena do FSII, é facil compreender que a quebra dessas
conexdes diminuiu a eficiéncia das reacdes de oxido-reducdo nas etapas iniciais das
reacdes fotoquimicas comprometendo inclusive as reacdes finais no FSI (STIRBET,
2013).

Os acessos NEF 04 e NEF 08 apresentaram banda K positiva no periodo de 7
as 15 h., contudo, as 17 horas essa banda tornou-se negativa, confirmando uma
tendéncia de recuperacdo da atividade do CEO. Resultados similares foram obtidos

por Marenco et al. (2007), em plantas de Coussapoa orthoneura e Protium opacum
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ao se recuperarem ao final do dia, quando a irradiancia diminuiu. Os autores
identificaram esse comportamento como uma fotoinibigdo dinamica. A ocorréncia de
fotoinibicdo dindmica em plantas de J. curcas quando cultivadas sob alta radiacéo
também foi registrada por Dos Santos et al. (2013). Essa recuperacao € sustentada
pela observagcdo do aumento de Fy, ¢Po, Fv/Fo para ambos os acessos e 0 Tfnax €
Plaps.

Em contraste com os resultados sobre o tamanho aparente da antena, a
cadeia de transporte de elétrons foi fortemente afetada pelos niveis de luz no
decorrer do dia. Os dados sobre a andlise da inducdo da fluorescéncia rapida
(STRASSER et al., 2000, 2004) mostram que o0s parametros atribuidos para a
probabilidade de transferéncia de elétrons a partir de Qa reduzida para Qs (WYEo) € a
probabilidade de transferéncia de elétrons a partir de Qa para o FSI (ETo/TRo=pRo)
variaram mais nos horarios de maior radiacdo do que no inicio e final do dia.

As plantas dos acessos NEF 01 e NEF 05 apresentaram banda K e L, baixa
eficiéncia na captura e transferéncia de elétrons para além de Qa (TRo/RC e ETo/RC)
e baixo Plags. O aparecimento destes danos, sem recuperacdo ao final do dia,
evidencia a ocorréncia de fotoinibicdo crénica. Resultados semelhantes ja haviam
sido encontrados por Dos Santos et al. (2013) em plantas de J. curcas cultivadas
sob estresse de hidrico severo, em que as plantas tiveram uma queda em Fy/Fy
(pPo), sem haver recuperacédo apos o estresse.

As plantas do acesso NEF 06 também apresentaram bandas positivas e um
decréscimo de Fy e Tfhax. POrém essas variagcdes ocorreram em diferentes horarios
sem uma linearidade. A banda L e banda K foram positivas as 7, 9, 13 e 15 horas.
As 11 e as 17 horas essa banda foi negativa, mostrando que houve atividade
moderada no complexo de evolucdo de O, (CEO) e uma total recuperacao no fim da
tarde, assim como uma melhor estabilidade do fotossistema Il (STRASSER et al.,
2004; YUSUF et al., 2010). Além disso foi possivel verificar que mesmo com uma
reducdo de Fy e Tfmax, 0S valores Plags € Plioia NA0 tiveram variacdes significativas
ao longo do dia.

A alta radiacdo associada as altas temperaturas ao longo do dia influenciou
negativamente a atividade FSII nas plantas de pinhdo manso provenientes de
diferentes regides geograficas. Esses efeitos foram dependentes do acesso testado
uma vez que houve alteragcdes nas variaveis da fluorescéncia transiente da clorofila

a que caracterizam a atividade do FSll e FSI.
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Os resultados relatados aqui nos permitiram determinar as variaveis de
fluorescéncia da clorofila a relacionadas ao fluxo de energia dentro de FSII e sugerir
Plass como um indicador dos efeitos das variacOes de luz e temperatura, comuns
nas regides de cultivo do pinhdo manso. Sendo assim, entre 0S CinCO acessos
analisados, NEF 06 € o0 mais propicio para ambientes de alta radiacdo e
temperatura, ndo apresentando processos fotoinibitorios e com mecanismos de
protecao altamente especializados. As plantas dos acessos NEF 01 e NEF 05 s&o
mais sensiveis a ambientes quentes e com alta luminosidade, apresentando

fotoinibic&o crénica quando expostos a essas condicdes.
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CAPITULO 2

Fluorescéncia da clorofila a e fenologia reprodutiva de cinco genétipos de
Jatropha curcas L. sob diferentes condi¢cdes de radiacao solar

RESUMO

A produtividade da cultura do pinhdo manso € limitada pela falta de sincronismo na
floragéo. Luz e temperatura sdo dois dos mais importantes fatores ambientais que
afetam a produtividade de uma espécie. Ambos interferem nas taxas fotossintéticas,
na eficiéncia de captura da energia luminosa e no crescimento vegetativo e
reprodutivo das plantas. Para verificar o efeito da alta radiacdo e elevadas
temperatura sobre a fenologia vegetativa e reprodutiva de cinco acessos de pinhao
manso (NEF 01, NEF 04, NEF 05, NEF 06 e NEF 08) neste trabalho, foram
utilizadas duas condi¢des de radiacao fotossinteticamente ativa (RFA), 20% e 100%,
em condi¢cdes ambientais de temperatura elevada. Os resultados obtidos mostraram
gue plantas submetidas a 20% de RFA apresentaram maior investimento no
crescimento da parte aérea e na expansao da area foliar. Todos os acessos tiveram
baixo desempenho fotoquimico (Pliwiw) € todos eles permaneceram no estadio
vegetativo. As plantas do acesso NEF 01 foram as mais sensiveis nessas
condi¢Bes. Houve danos na cadeia transportadora de elétrons, sendo o fotossistema
| (FSI) mais afetado. A queda no rendimento e na eficiéncia do transporte de
elétrons do intersistema até os aceptores finais de elétrons do FSI e nas reacfes de
oxi-reducdo do FSI produziram um menor Plia. Quando submetidas a 100% de
RFA, as plantas dos acessos NEF 04, NEF 06 e NEF 08 apresentaram menor
crescimento da parte aérea e menor expansao foliar, porém apresentaram maior
Pliota. O fluxo de energia absorvida, a captura e o transporte de elétrons por centro
de reacdo ativo foram maiores. Houve menor dissipacdo de energia e maior
rendimento e eficiéncia do FSI. NEF 01 foi o acesso mais sensivel as variacfes de
RFA e temperatura elevada, apresentando maior fluorescéncia inicial, menor
eficiéncia nas reacbes de Oxido-reducdo do fotossistema Il (FSIl) e menor
rendimento quantico maximo do FSIl. Mesmo apresentando 40% do total de flores
femininas foi o acesso com menor formacgao de frutos (17%). As plantas do acesso

NEF 08 tiveram somente flores masculinas, ndo sendo observada a presenca de
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flores femininas. As plantas dos acessos NEF 05 e NEF 06 tiveram a mesma
porcentagem de flores femininas (20%), de frutos por planta (33%), mas NEF 06 foi
0 que apresentou maior indice de clorofila, menores danos no FSI e FSIl e maior
eficiéncia fotoquimica em ambas as condi¢cdes de RFA. Esses resultados permitem
sugerir que o acesso NEF 06 demonstrou ser o mais tolerante as condi¢cdes de
estresse luminoso e térmico e melhor propensao ao cultivo em regides quentes e

com alta radiagao.

Palavras-chave: Pinhdo manso, luz, teste JIP, floracdo e produtividade.
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Fluorescence of chlorophyll a and reproductive phenology of five genotypes of
Jatropha curcas L. under different conditions of solar radiation.

ABSTRACT

The productivity of Jatropha curcas cultivation is limited by lack of synchronism at
flowering. Light and temperature are two of the most important environmental factors
affecting the productivity of a species. Both interfere with photosynthetic rates,
collection efficiency of light energy and the vegetative and reproductive growth of
plants. To check the effect of high radiation and high temperature on vegetative and
reproductive phenology five Jatropha accessions (NEF01, NEF04, NEF05, NEF06
and NEFO08) in this study were used two photosynthetically active radiation conditions
(PAR), 20% and 100% under environmental conditions of high temperature. The
results showed that plants submitted to 20% of PAR had higher investment in the
growth of shoots and the expansion of leaf area. All access had low photochemical
performance (Plita) and all of them remained in the vegetative stage. Plants access
NEF 01 were the most sensitive in these conditions. There was damage to the
electron transport chain, and photosystem | (PSI) most affected. The fall on yield and
transport efficiency of intersystem electron to the final electron acceptors of the FSI
and the redox reactions of FSI produced a lower Plita. When subjected to 100% of
PAR, the plants from access NEF04, NEF0O6 and NEF08 showed lower growth of
shoots and lower leaf expansion, but had higher Plyt. The absorbed energy flow, the
capture and transport of electrons per active reaction center were higher. There was
a lower power dissipation and higher yield and FSI efficiency. NEF 01 was the most
sensitive to variations in access PAR and high temperature, with higher initial
fluorescence, lower efficiency in the reactions of oxidation-reduction of photosystem
Il (PSIl) and lower maximum quantum yield of PSIl. Even showing 40% of female
flowers was access with less formation of fruits (17%). Plants access NEF08 had
only male flowers, was not observed the presence of female flowers. Plants of
access NEFO5 and NEF06 had the same percentage of female flowers (20%) of
fruits per plant (33%), but NEF 06 showed the highest chlorophyll content, minor
damage to the FSI and FSII and higher Pl in both conditions PAR. These results
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suggest that access NEFO06 proved to be the most tolerant conditions of light and
heat stress and better propensity for growing in hot regions with high radiation.

Keywords: pinhdo manso, light, JIP Test, flowering and productivity.
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6.1 INTRODUCAO

Processos de adaptacao e plasticidade fenotipica sé@o fatores que contribuem,
de forma geral, para a toleréncia das plantas a condi¢6es adversas do meio bi6tico e
abiético (VALLADARES et al., 2006). As plantas desenvolveram, ao longo do
processo evolutivo, inldmeros mecanismos de respostas morfolégicas e fisiolégicas
para tolerancia aos diferentes tipos de estresses.

Luz e temperatura sdo dois dos mais importantes fatores ambientais que
afetam o crescimento e a produtividade de uma espécie; contudo as condicdes e
alteracfes da intensidade luminosa a qual uma espécie esta condicionada tornam-se
fundamentais nos processos de desenvolvimento, crescimento e producdo dos
vegetais (ATROCHET et al., 2001). A luz é também um sinalizador do reldgio
biol6gico. Isso permite que as plantas modifiguem sua fisiologia e metabolismos
como resposta a mudanca na radiacéo e temperatura (MICHAEL et al., 2008)

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia das Euforbiaceas, a
mesma da mamona e da mandioca. As caracteristicas do Oleo produzido pelas suas
sementes tornam a espécie promissora para a producao de biodiesel, além de néo
apresentar competicdo com o setor alimenticio. O cultivo de pinhdo manso é
considerado propicio em regides semiaridas (clima tropical e seco), pois trata-se de
uma planta originaria da costa mexicana (Dias et al., 2012). Devido a essas
caracteristicas, o pinhdo manso é conhecido por apresentar grande tolerancia a
seca e a alta radiacao solar (POMPELLI et al., 2011).

Segundo Quintero et al. (2014) a ampliacdo do cultivo de J. curcas vem
demandando o melhoramento genético, sendo a Iindia pioneira nos estudos
tecnoldgicos dessa cultura. Acessos provenientes do melhoramento genético vém
sendo desenvolvidas no Brasil, porém existem poucas informacdes ecofisiolégicas
concretas a respeito da potencialidade desses acessos (LAVIOLA et al., 2010).

A maior limitacdo na produtividade da cultura do pinhdo manso é a falta de
sincronismo da floracdo. Estudos em Arabidopsis thaliana apontam a existéncia de
um “caminho fotoperiddico da floracdo”, que é a interacdo entre as mudancgas de
fotoperiodo e os ritmos circadianos da planta que conduzem ao sincronismo sazonal
da floragdo (SUAREZ-LOPEZ et al., 2001; YANOVSKY E KAY, 2002).

Friend (1984) sugeriu que taxas mais baixa de fotossintese poderiam limitar

tanto o crescimento vegetativo quanto a floracdo de J. curcas, pois a fotossintese e
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o fotoperiodismo interagem no processo de inducéo floral. Aker (2011) relata que no
sul do estado de Chiapas, México, regido de Orinoquia e Coldmbia, o florescimento
(e a producéo de sementes) de Jatropha é limitado pela baixa irradiancia, porque na
época de chuvas as plantas permanecem em estadio vegetativo enquanto que na
regido tropical seca da Nicaragua, as plantas crescem e florescem em toda a
estacdo chuvosa. Estas evidéncias poderiam explicar a falta de sincronismo na
abertura das flores femininas e masculinas e posteriormente, no amadurecimento
dos frutos.

A queda da taxa fotossintética em diferentes niveis de radiacédo
fotossinteticamente ativa pode estar relacionada com a eficiéncia fotoquimica do
aparato fotossintético e a producdo de diferentes acucares. Alta intensidade
luminosa, acima da capacidade de utilizacéo pela fotossintese, pode causar inibicéo
do fotossistema Il e reducéo da fixagdo de CO,, resultando em um estresse por
fotoinibicdo (ARAUJO E DEMINICIS, 2009). Segundo Kozlowskiet al. (1991) a
exposicdo direta ao sol eleva a temperatura das folhas intensificando a taxa
respiratéria e transpiratéria 0 que induziria o fechamento dos estématos e,
consequentemente, a queda da fotossintese, producdo de metabolitos e
produtividade. Tal comportamento pode ocorrer momentaneamente, nas horas mais
guentes do dia, por exemplo, sendo denominada fotoinibicdo dinamica ou pode
ocorrer sob condi¢cdes extremas de luz ou calor, sendo denominada fotoinibicdo
cronica (VASS, 2011; HAKALA-YATKIN et al., 2011).

Diversos experimentos mostram que o aumento do nivel de radiacdo induz a
floracdo precoce em diferentes espécies (KING e BEN-TAL, 2001; KING et al.,
2008). Yang et al. (2011) e Yang et al. (2013) sugerem que alguns genes Ssao
regulados pelo ciclo circadiano e podem estar envolvidos na cascata de sinalizacao
do “fotoperiodo da floragdo”. A expressao de diferentes genes de "via autbnoma" de
floracdo em Arabidopsis pode ser ativada por diferentes niveis enddgenos de
aclcares (BAENA-GONZALEZ et al. 2007, AKER, 2011).

Considerando a relacédo entre luz, fotossintese, inducdo de genes envolvidos
na floracdo e, consequentemente, produtividade, esta proposta pretende fornecer
subsidios que levem a solu¢édo dos problemas gerados pela falta de sincronismo na
floracdo do pinhdo manso. Foi investigado o comportamento fotoquimico de cinco
acessos de Jatropha curcas L., durante um periodo de temperaturas/radiacao

elevadas.
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6.2 MATERIAL e METODOS

6.2.1 Material vegetal e condig¢6es de cultivo
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Figura 1- Temperaturas maxima e minima (°C) e radiacdo solar (kJ m?) medidos
durante o periodo experimental (dez/2013 a nov/2014) aos quais foram
submetidos o0s cinco acessos de Jatropha curcas L.. Fonte: INCAPER
(base localizada na Ilha de Santa Maria a 30Km da area experimental) -
Lat: 20°31°56 S Long: 40°31°72W.

O experimento foi desenvolvido na Area Experimental do setor de Botanica,
Campus Universitario de Goiabeiras, Vitoria, ES, da Universidade Federal do
Espirito Santo, UFES, (20°18°'52”S e 40°19’06”W). Foram utilizados cinco acessos
da espécie Jatropha curcas L. sendo dois (NEF 06 e NEF 08) provenientes de
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plantas cultivadas na &rea experimental do IFES (Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Espirito Santo), campus de Santa Teresa e trés (NEF 01,
NEF 04, e NEF 05) provenientes de plantas cultivadas na area experimental da
Empresa NOVABRA Bioenergia situada em Sao Gabriel da Palha, regido norte do
Espirito Santo.

Os ramos de cada acesso foram colhidos nas primeiras horas da manha e
segmentados em estacas da por¢cdo mediana com 20+5 cm de comprimento. As
estacas foram cultivadas em vasos plasticos com capacidade de 8 litros, contendo
substrato constituido de uma mistura de solo, terra vegetal e areia, na proporcéo
2:1:1 (viviv). Oito (8) plantas de cada acesso foram mantidas durante 12 meses a
pleno sol, isto é, recebendo 100% de radiacdo solar e temperatura ambiente (Figura
1).

Apés esse periodo, as plantas foram submetidas a duas condicbes de
luminosidade: 100% de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) e 20% de RFA e
condicbes semelhantes de disponibilidade de agua (Figura 2). O experimento foi
inteiramente casualizado. A unidade experimental foi composta por uma planta por
recipiente de cultivo. O nivel de reducdo da luminosidade foi verificado com a
utilizacdo do um sensor quantico Mod. LI-190 (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA).

Figura 2- Vista geral das plantas de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) cultivadas na
Area Experimental do Setor de Botanica, Campus de Goiabeiras, da
Universidade Federal do Espirito Santo em Vitoria, ES, sob duas condi¢cbes
de Radiacdo Fotossinteticamente Ativa. A - 100% RAF e B - 20% RFA.
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6.2.2 Fenologia vegetativa e reprodutiva

Durante o periodo experimental foram realizadas medidas semanais da
fenologia vegetativa (crescimento) e reprodutiva. Para avaliar o crescimento da
brotacdo (CB) foi utilizado um paquimetro analégico (mod. 141-112, COSA), sendo
considerado o ramo acima do ultimo n6 da estaca (Figura 3A). Para o célculo de
area foliar foi utilizado numero de folhas e massa da matéria seca, que foram
empregados para o calculo da Area Foliar Especifica (AFE = area foliar / massa
foliar seca) e Massa Foliar Especifica (MFE= massa foliar seca / area foliar), que é o
inverso da AFE, e da uma estimativa da espessura foliar (Hunt, 1982).

Ja as variaveis reprodutivas foram consideradas por planta e avaliadas

semanalmente (Figura 3B-D).

Figura 3 — Variaveis fenoldgicas avaliadas por planta. Sendo A- Crescimento da
brotacdo (CB); B- Flor Feminina (FF); C- Flor Masculina (FM); D-
Inflorescéncia (INF).

6.2.3 Cinética de emissédo da fluorescéncia transiente (OJIP)

A emissdo da fluorescéncia da clorofila foi medida utlizando-se um
fluorémetro portatil Handy PEA (Hansatech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). As leituras
foram realizadas pela manh& (7-8h, horario solar), apos a adaptacdo das amostras
ao escuro por 60 minutos, para que o aceptor primario de elétrons do FS Il - a
Quinona A (Qa) — estivesse totalmente oxidada (momento em que todos os CR
estavam abertos). A emissao da fluorescéncia da clorofila foi induzida em uma area

de 4 mm de diametro da folha, pela exposicdo da amostra a um pico de luz vermelha
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de 3.000 pmol m? s, conforme metodologia sugerida por Tsimili-Michael e Strasser

(2008). A partir das intensidades de fluorescéncia foram calculados os parametros
estabelecidos pelo Teste JIP (STRASSER; STRASSER, 1995). Todos os
parametros e suas respectivas siglas e abreviaturas estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Parametros e definicdo do Teste JIP segundo Strasser et al. (2004) e Zivack et al. (2014).

Paréametros da
fluorescéncia

Descricao

tfm ax
Fo = F20us

Fm=Fp

Fo/Fm = @Do

FviFo = @Po/(1- ¢Po)
RC/ABS = yRC/(1-yRC)
©Po = Fv/Fm = TR(/ABS
ABS/RC

DIo/RC

TRo/RC

ETo/RC

REJ/RC

l]JEo = ETo/TRo

(PEo = ETo/ABS

6Ro = REo/ETo

¢Ro = RE/ABS

WE/(1-wEo)
5Ro/(1-5Ro)

Plas = (RC/ABS) x (@Po/(1-
©Po)) x (YEo/(1-ywEo))

Pliota = Plass X (6Ro/(1-06Ro))

Tempo para atingir Fy (ms)

Fluorescéncia minima da folha adaptada ao escuro (centro de reacao do FSIlI abertos): Fo
néo foi corrigido para a fluorescéncia do FSI e para a eventual presenga de QB reduzida;

Fluorescéncia maxima (quando todos os centros de reagdes do FSII estédo fechados)
Rendimento quantico de energia dissipada emt = 0.

Eficiéncia das reagdes fotoquimicas do FSlI

Densidade de centros de reagao fotoquimicamente ativos do FSII.

Rendimento quantico maximo fotoquimico do FSII (t = 0)

Fluxo de energia absorvida por RC ativo

Fluxo de energia dissipada por RC ativo em t=0

Fluxo de captura de energia (levando a redugéo de Q,) por RC em t=0

Fluxo de transporte de elétrons por RC em t=0

Fluxo de elétrons reduzindo aceptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI, por RC
em t=0

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

Rendimento quantico do transporte de elétrons de Qa para os aceptores de elétrons do
intersistema.

Eficiéncia com que um elétron pode se mover desde os aceptores de elétrons do
intersistema até os aceptores finais do FSI.

Rendimento quantico de redugéo dos aceptores finais de elétrons do FSI por fétons
absorvidos.

Eficiéncia das reagdes fotoquimicas apds areducédo de Qx.

Desempenho das reagdes de oxi-redugao do FSI

indice de desempenho do FSII

indice de desempenho total (até os aceptores finais de elétrons do FSI)
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6.2.4 Pigmentos fotossintéticos

O teor de clorofila total, clorofila a, clorofila b e carotendides foi determinado
apos extracao com dimetilsulféxido (DMSO) utilizando-se a metodologia descrita por
Wellburn (1994) com modificages. Quatro discos foliares de 0,7 cm de diametro,
retirados da mesma folha utilizada para a andlise da cinética da emissdo da
fluorescéncia da clorofila a foram transferidos para tubo de ensaio contendo 7 mL de
DMSO e imediatamente foi feita a extracdo em banho-maria a 65°C por 12h, no
escuro. As leituras da densidade 6&tica foram feitas em espectrofotbmetro
(ThermoScientific®, Genesys10S, EUA), a 470 (Aaszo), 645 (Asss) € 663 (Assz) Nm. As
determinacdes das concentracdes de clorofila e carotendides foram realizadas
usando as equacdes de Hiscox e Israeltam (1979), respectivamente:

Chl. a = [(12,7.Ass3) — (2,69.A¢45)].V/(1000.ms)

Chl. b = [(22,9.As45) — (4,68.A663)].V/(1000.ms)

Chl. total = [(20,2.Aes3) — (2,69.A645)].V/(1000.ms)

Car. = [(1000.A470) — (1,82.Clor.a — 85,02.Clor.b)].V/(198.1000.ms)

Para a obtencdo da massa seca (ms), os discos foliares foram, apds a
extracdo dos pigmentos, secos em estufa a + 60°C, até obtencdo de massa

constante.

6.2.5 Estatistica

O experimento foi organizado com delineamento experimental inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2X5 (duas condi¢cdes de RFA e cinco acessos). Os
resultados foram submetidos a analise variancia (ANOVA) e as médias comparadas
pelo teste de Scott Knott a 5%, usando o programa para andlises estatisticas
Assistat 7.7 beta (2008).
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6.3 RESULTADOS

NEF 06 NEF 08

Figura 4 — Folhas das plantas de pinhdo manso cultivadas em duas condi¢des de
luminosidade: 20% RFA e 100% RFA, na Area Experimental do Setor de
Botanica, Campus de Goiabeiras, da Universidade Federal do Espirito
Santo em Vitoria, ES.

A figura 4 mostra diferencas morfolégicas marcantes provocadas pelas duas
condicbes de radiacdo nos cinco acessos de J. curcas. A mensuracdo destes
parametros morfologicos confirmou a existéncia de diferencgas significativas ao nivel
de crescimento da brotacdo (CB) e de expanséo foliar (AFE) nos diferentes acessos
(Tabela 2). As plantas do acesso NEF 01 apresentaram maior AFE em ambas as
condi¢cBes de RFA enquanto que as plantas do acesso NEF 04 somente apresentou
maior AFE quando em condicdo de sombreamento. Nao houve diferenca
significativa em AFE das plantas dos acessos NEF 04, NEF 06 e NEF 08 em pleno
sol, porém sob sombreamento estes trés acessos mostraram diferencas
significativas de AFE. Desse modo pode-se sumarizar que sob condicGes de 20% de
RFA as plantas do acesso NEF 01 exibiram maiores AFE e CB enquanto que as

plantas do acesso NEF 08 apresentaram menor AFE e CB.
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Tabela 2- Area folia especifica - AFE (g cm™), massa foliar especifica - MFE (cm? g’
') e crescimento da brotacdo - CB (cm) de cinco acessos de J. curcas
cultivadas em duas condicbes de luminosidade: 100% e 20% RFA
(radiacéao fotossinteticamente ativa).

AFE MFE CB
RFA 100% 20% 100% 20% 100% 20%
NEF 01 151,58 Ab 260,27 Aa 0,007 Aa 0,004 Ab 1,33 Bb 12,33 Aa
NEF 04 12756 ABb 240,51 Aba | 0,008 Aa 0,004 Ab 1,83 Bb 3,50 Ca
NEF 05 11487 Bb 217,46 Ba 0,009 Aa 0,005 Ab 1,17 Bb 10,67 Aba
NEFO06 12465ABb 219,02 Ba 0,008 Aa 0,005 Ab 1,33 Bb 9,67 Bba
NEF08 12578ABb  171,15Ca 0,008 Aa 0,006 Ab | 3,67 Aa 3,00 Ca

Letras maiusculas diferentes representam diferencas significativas nas colunas e letras minusculas diferentes
representam diferencas significativas de cada acesso entre as condi¢fes de radiacdo, pelo Teste de Scott-Knott
(p<0,05). (n=4)

Observa-se na Tabela 3 que todos os acessos, quando cultivados em 20%
RFA apresentaram maior teor de pigmentos fotossintéticos. Sob condicdo de baixa
radiacdo (20% RFA) as plantas do acesso NEF 01 apresentaram os maiores valores
de Chl a, Chl b e Car. Ao avaliar as razbes de Chl a/b percebe-se que, somente, 0
acesso NEF 05 apresentou menor razdo em 20% RFA em relacdo as plantas
cultivadas em 100% RFA. Ja4 a razdo Chl/Car ndo apresentaram diferencas em

nenhuma das condi¢cfes de RFA.

Tabela 3 - Teores de pigmentos fotossintéticos (mg gMS™) nas folhas de J. curcas
em funcdo da quantidade de radiacdo recebida. Chl a=clorofila a, Chl
b=clorofila b, Chl a/b=razdo entre clorofla a e clorofila b,
Car=carotenoides, Chl/Car=razao entre clorofilas e carotendides.

Chla Chl b Car Chla /Chl b Chl/Car
RFA 100% 20% * 100% 20% *  100% 20% * 100% 20% 100% 20%
NEFO1 446 1795** 1,12 4,42*+* 2,73 1191** 6,672 4,09 2,69 2,62
NEF04 4,99 13,31 1,19 3,49 2,67 8,04 4,209 3,80 3,05 2,71
NEFO5 4,95 11,82 1,26 3,33 2,83 6,93 4,041 3,59* 2,88 2,79
NEF06 5,56 12,57 1,44 3,06 3,05 6,86 3,893 4,08 2,99 2,99
NEF08 5,77 12,86 1,36 3,29 3,01 7,23 4,158 3,90 3,08 2,92

* diferenca significativa entre as condi¢cdes de RFA (mesma linha); ** diferenca significativa entre os acessos
(mesma coluna) pelo Teste de Scott Knott em nivel de 5% de probabilidade. (n=4)
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O teste JIP (Figura 5) representa o fluxo de energia absorvida pelos
fotossistemas e transferida na cadeia de transporte de elétrons. Sua aplicacdo
permite visualizar 0 passo a passo dos danos provocados pelo excesso/falta de
energia. Durante o periodo experimental deste trabalho foi possivel verificar que
tanto o FSII (fotossistema Il) quanto o FSI (fotossistema |) sofreram danos com o
excesso/falta de luz e temperatura.

Dentre os acessos submetidos a 100% de RFA, NEF 01 mostrou-se o mais
sensivel ao excesso de RFA enquanto que NEF 04, NEF 06 e NEF 08 mostraram
melhor desempenho (Figura 5A). Tal afirmativa € confirmada pelo alto valor da
fluorescéncia inicial (Fo) e do tempo para atingir a fluorescéncia maxima (Tfmnax) (521
e 289 respectivamente) nas plantas do acesso NEF 01. A eficiéncia das reacdes de
oxido-reducédo do FSII (Fv/Fo) e o rendimento quantico maximo do FSII (®Py) foram
os menores em NEF 01 (5,41 e 0,44). Esses dois parametros influenciaram,
diretamente, no baixo indice de desempenho do FSII (Plags = 1,55) deste acesso. Ja
NEF 04, NEF 06 e NEF 08 apresentaram menor densidade de centro de reacao
ativo no FSII (RC/ABS), porém baixo rendimento de dissipacéo de energia (Fo/Fm) e
alta eficiéncia fotoquimica (Fv/Fo). A juncédo desses parametros permitiu que NEF 04
alcancasse o0 maior Plags (4,38).

Percebe-se que o FSI, das plantas do acesso NEF 01 e NEF 05, também
foram afetados pela alta luminosidade e alta temperatura, pois a eficiéncia e o
rendimento no transporte de elétrons desde o intersistema até o FSI (6Ry e ®Ry)
foram os menores dentre os demais acessos. Ja as plantas do acesso NEF 01, NEF
06 e 08 apresentaram os maiores valores de absorcdo de energia por centro de
reacdo ativo (ABS/RC), captura de energia para reducdo da Quinona A - Qa
(TRo/RC) e maior valor para o transporte de elétrons pela cadeia transportadora de
elétrons (ETo/RC). NEF 08 também apresentou maior valor de R, (0,4) e ®Ry
(0,185) e maior fluxo de elétrons para reduzir os aceptores finais de elétrons do FSI
(REo/RC=0,341). Além disso, o desempenho das reacdes de oxi-reducdo do FSI
(®R0o/(1-0Rp)) foi menor para NEF 01 (0,47) e maior em NEF 08 (0,67). Todos esses
valores produziram o indice de desempenho total (Plwa) mais baixo em NEF 01
(1,552) e 0 mais alto em NEF 04 (2,43), NEF 06 (2,25) e NEF 08 (2,578),
demonstrando que os acessos avaliados apresentam diferentes niveis de tolerancia

ao estresse luminoso (Figura 5A).
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Figura 5 - Paramentos derivados do Teste JIP representando o fluxo de elétrons na
cadeia fotoquimica. Sendo A- 100% RFA; B- 20% RFA. A média de cada
parametro dos cinco acessos foi considerada como Referéncia e igual a

unidade.

Knott em nivel de 5% de probabilidade. (n=6).

*diferenca significativa, dos dados originais, pelo teste de Scott
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Nas plantas cultivadas com somente 20% RFA observou-se que o0s
parametros que demonstram o desempenho do FSI foram os mais afetados (Figura
5B). Nesta condicéo, tal qual na condi¢c&o de pleno sol (100% RFA), os acessos NEF
01 e NEF 04 e NEF 08 foram os que mais se destacaram. Nas plantas do acesso
NEF 01, o 8R, (0,239), ®R, (0,113), RE./RC (0,218) e ORy/(1-0Rp) (0,316)
alcancaram os menores valores enquanto que em NEF 04 e NEF 08 esses
parametros foram os maiores. Assim, o produto final desses parametros alcancou o
menor e 0 maior valor: Pll de NEF 01 igual a 1,19 e Plil de NEF 04 e 08 igual a

1,59 e 1,58 respectivamente.

@NEFO01 ENEFO04 HENEFO5 ENEFO06 MNEFO08

100% -

80% -

60% -

40% -

20% A

INF FM FF FT

Figura 6 — Fenologia reprodutiva dos diferentes acessos cultivados em 100% RFA
representado em porcentagem (%). INF = n° de influorescéncias por planta;
FM = n° de flores masculinas por planta; FF = n° de flores femininas por
planta; FT = n° de frutos por planta.

A figura 6 mostra os resultados da fenologia reprodutiva dos cinco acessos
avaliados. O acesso NEF 01 apresentou o maior numero de flores femininas (FF) por
planta quando estiveram sob 100% RFA, porém mesmo apresentando 40% do total
de FF este foi o acesso com menor formacao de frutos (17%). Quando comparado a
NEF 01, o acesso NEF 04 obteve menor numero de FF, entretanto o niumero de

frutos (FT) foi equivalente (17%). NEF 05 e NEF 06 tiveram a mesma porcentagem
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de FF (20%) e de fruto por planta (FT) (33%). As plantas do acesso NEF 08 tiveram
o menor numero de inflorescéncia e somente flores masculinas ndo sendo
observada a presenca de nenhuma flor feminina. Quando cultivados na condi¢céo de
20% de RFA as plantas permaneceram no estadio vegetativo e ndo houve formacao

de inflorescéncias em qualquer um dos acessos avaliados.

6.4 DISCUSSAO

Alteracdes morfologicas e fisiologicas sdo influenciadas por vérios fatores
como intensidade luminosa, qualidade da luz e duragéo da radiagdo (BENINCASA,
2004). Villela e Ravetta (2000) descrevem em seu trabalho que plantas adaptadas a
alteracdes na radiacdo solar dependem do ajuste do aparato fotossintético,
convertendo a energia luminosa em carboidratos, e consequentemente, promovendo
crescimento. Sendo assim, alteracdo na disponibilidade e qualidade da luz pode
ativar ou inibir genes envolvidos na floracdo (YANG et al., 2013).

Este trabalho permitiu observar que a baixa disponibilidade de luz (20% RFA)
fez com que as plantas apresentassem maior AFE e CB, ou seja, folhas maiores,
mais finas e caule mais longo com menor acumulo de biomassa. Ora, a AFE
apresenta uma correlacdo direta com a capacidade de interceptacdo de luz, sendo
amplamente utilizado em estudos envolvendo crescimento (RIANO et al., 2004;
SEVERINO et al., 2004). Esses mesmos resultados foram obtidos por Martins et al.
(2014) utilizando diferentes genadtipos de J. curcas, sob baixa radiagdo (x 330 ymol
m?s™). Eles obtiveram 83% de aumento de AFE e 33% para o crescimento da parte
aérea em relacao as plantas cultivadas em pleno sol.

Caracteristicas que determinam a producdo de biomassa sdo caracteristicas
passiveis de serem utilizadas na comparacao de genotipos (FAGERIA et al., 2006).
Com efeito, os dados morfolégicos e os teores de pigmentos fotossintéticos, séo
utilizados para identificar a eficiéncia do aparato fotoquimico (Richardson et al.,
2002), visto que a quantidade de radiacdo absorvida pela folha depende, dentre
outras, da morfologia da folha e da concentracéo de clorofila e carotendides.

Ding et al. (2012) afirmam que as medicfes da fluorescéncia da clorofila a sao
insensiveis as alteracdes nos teores de clorofila na folha, desde que a razao Chl a/b

se mantenha inalterada. Ou seja, menores valores de Chl a e Chl b ndo implicam na
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interpretacéo dos dados de fluorescéncia da clorofila a. Os resultados obtidos no
presente trabalho contradizem as sugestdes dos citados autores, pois as plantas do
acesso NEF 01 quando cultivadas sob 20% RFA apresentaram os menores valores
de Chl a e Chl b. Mesmo com a razédo Chl a/b inalterada, esse acesso foi o que
mostrou 0 menor desempenho fotoquimico. Entretanto, Kalaji et al. (2012) sugerem
gue os teores de pigmentos ndo expressam a estrutura do aparelho fotossintético
nem informam a capacidade fotoquimica das plantas. Para estes autores a
fluorescéncia da clorofila a € a forma mais confiavel e simples para determinar a
eficiéncia do transporte de elétrons e, a capacidade da atividade fotoquimica das
plantas. Portanto, constata-se pelos resultados obtidos neste trabalho que NEF 01
foi 0 acesso mais sensivel entre 0s cinco acessos avaliados, apresentando maior F
e menor Fy/Fo, comprometendo a eficiéncia do FSII (¢Py).

Ainda foi possivel observar, em NEF 01, que a densidade de centro de reacéo
(CR) ativo (RC/ABS) foi menor, assim como o fluxo e o rendimento quantico de
energia dissipada (DIo/RC e Fo/Fy) por RC ativo. OZ et al. (2014), obtiveram
resultados semelhantes em plantas de trigo expostas a alta concentracédo de Boro.
Segundo os autores a diminuicdo de ¢P, sugere que o lado doador do FSIl € mais
sensivel do que o lado aceitador de elétrons, fato esse mais agravado pelo aumento
da fluorescéncia inicial (Fo). Segundo Zivcak et al. (2014) o aumento de F( esta
relacionado ao aumento de Chl funcionais ndo conectadas aos RCs do FSIl. Sendo
assim é possivel afirmar que em NEF 01 o aumento em Fo pode ser interpretado
como uma separacao fisica do complexo LHCII do nucleo do FSIl e/ou um dano
irreversivel ao FSII.

Yamazaki et al. (1999) sugerem a existéncia de uma correlacéo positiva entre
a razdo Chl a/b e a razéo FSII/FSI. De acordo com os autores um maior de Chl a/b é
consistente com uma reducédo de RC/ABS. O que nao foi corroborado pelo presente
trabalho, uma vez que os acessos avaliados ndo apresentaram variacdo da razao
Chl a/b, mas apresentaram comportamento fotoquimico oposto, pois 0S acessos
NEF04, NEF 06 e NEF 08 tiveram os maiores valores de RC/ABS.

As plantas do acesso NEF 01 apresentaram também evidéncias da inibicao
do FSI uma vez que a eficiéncia e o rendimento no transporte de elétrons do
intersistema para os aceitadores do FSI (0Ro e @Rp) foram comprometidos bem
como a reducao dos aceptores finais do FSI e a eficiéncia de oxido-reducdo desse

fotossistema (0Ro/(1-0Rp), RE(/RC) foram menores. O conjunto desses resultados
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culminaram em um menor indice de desempenho fotoquimico total (desde o centro
de evolucao de O, até os aceptores finais de elétrons do FSI), Plita, €m ambas as
condicdes de luz.

No caso particular do FSI, € necessario aprofundar-se mais nesta discusséo
pois, segundo alguns autores, o FSI dificilmente é danificado visto que 0s seus
centros de reacéo ativos (CR) sao eficientemente protegidos, entretanto, quando sao
atingidos a sua recuperacao € extremamente lenta (SONOIKE, 2011; TIKKANEN et
al., 2014). De acordo com Suorsa et al. (2012) a alta radiacdo é danosa para o FSI
se a quantidade de energia na cadeia transportadora de elétrons exceder a
capacidade de aceitadores no lado redutor do FSI. Pode-se concluir que o FSI foi o
responsavel pela menor eficiéncia de NEF 01 o que corrobora o resultado
encontrado por Tikkanen et al. (2014) em Arabidopsis cultivada em alta radiacao.
Para os autores a fotoinibicdo do FSII é capaz de proteger o FSI, ou seja, o FSIl é o
regulador final da cadeia de transferéncia de elétrons na fotossintese e fornece um
mecanismo de protecdo. A dissipacado da energia nao fotoquimica, a fosforilacdo do
complexo antena do FSIlI (LHCII) e o controle da “velocidade” da transferéncia de
elétrons pelo intersistema sao formas de proteger o FSI (SUORSA et al., 2012;
TIKKANEN et al., 2014). As plantas do acesso NEF 01 apresentaram maior AFE em
ambas as condi¢cdes de RFA, apresentaram os maiores valores de Chl a, Chl b e
Car, porém a baixa eficiéncia das reacdes de Oxido-reducdo do FSIl (Fv/Fo) e o
rendimento quantico maximo do FSIl (¢Py) influenciaram, diretamente, o indice de
desempenho do FSII tanto com alta luminosidade e alta temperatura quanto nas
condicbes de sombreamento. A reducdo da atividade do FSII acompanhada de
aumento da irradiancia ocasionou efeitos deletérios no FSI, levando a fotoinibicdo da
fotossintese.

As plantas do acesso NEF 04, NEF 06 e NEF 08 mostraram maior eficiéncia
fotoquimica em ambas as condi¢cfes de RFA. Todas as evidéncias indicam o FSI foi
o grande responsavel por essa eficiéncia uma vez que a transferéncia de elétrons do
intersistema para a reducdo dos aceptores de elétrons do FSI (0Ro e PRp) e a
eficiéncia de oxido-redugao (dRo/(1-0Ro)) foram mais eficientes. Segundo Silva et al.
(2011) a maior eficiéncia na formacédo de ATP e NADPH" depende da eficiéncia de
reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI. Os resultados do presente trabalho
confirmam aqueles obtidos por Eichelmann et al. (2005) onde, em plantas sob

sombreamento, houve um aumento na densidade de FSI em relagdao ao FSII.
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Mesmo que esta metodologia ndo tenha sido aplicada aqui, os parametros do Teste
JIP obtidos indicam este aumento: ABS/RC, DIo/RC, TRo/RC, ETo/RC e RE(/RC.

A maioria das plantas consegue “monitorar’ a intensidade, duracdo e
espectro de luz. O fotoperiodo muda ao longo do ano e, portanto, muitas plantas
dependem de sinais fotoperiddicos para controlar as transicbes de fenofases,
incluindo a inducao floral (RANTANEN et al., 2014). Regibes especificas do espectro
de luz promovem diferentes efeitos sobre a floragdo. O vermelho “distante” provoca
uma floracdo precoce em muitas espécies e os fitocromos sdo os fotorreceptores
gue absorvem na faixa do vermelho (STRASSER et al., 2010).

Quando cultivado em 100% RFA o acesso NEF 06 produziu o maior numero
de frutos. Kumar et al. (2014) observaram uma melhor frutificacdo em J. curcas
cultivadas em concentracdes elevadas de CO, atmosférico. Segundo os autores o
pinhdo manso, quando exposto a elevada concentracdo de CO,, apresenta um
aumento de 50% na taxa de fotossintese, antecipa o tempo de florescimento e
frutificacdo, melhora a producéo e o rendimento de frutos e sementes.

Alguns autores relacionam a expressao génica e inducéo floral ao tempo de
exposicado luminosa. Yang et al., 2011, estudaram a expressdo dos genes Dof
envolvidos na floracdo de J. curcas. De acordo com os autores o gene JcDof3
responde a sinais do fotoperiodo. O comprimento do dia ativa a expressao do gene
e auxilia na floracdo do pinhdo manso. Para Fresnedo-Ramirez (2013) o fotoperiodo
nao € o unico fator a influenciar a floracdo do pinhdo manso. Umidade relativa do ar,
temperatura, disponibilidade de nutrientes, producdo hormonal e reguladores
exdgenos de crescimento também devem ser considerados. O presente trabalho
fornece subsidio para esta afirmativa considerando que, 0s cinco acessos avaliados
apresentaram comportamentos distintos sob condi¢cbes semelhantes. As plantas de
pinhdo manso exibiram elevada plasticidade ao estresse luminoso, entretanto, em

condi¢Bes de sombreamento, 20% RFA, permaneceram no estadio vegetativo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Muitos acessos de Jatropha curcas L. vém sendo cultivados sem a devida
compreensao ecofisiolégica da espécie.

Frente as mudancas climéticas (0 aumento da temperatura, da radiacdo, o
défice de 4gua, a elevacdo dos teores de gas carbodnico e outros gases do efeito
estufa) esta espécie tem sido retratada em estudos, como a planta mais promissora
na producdo de energia renovavel, para ser cultivada nesses ambientes.

No presente trabalho foi possivel confirmar que, mesmo pertencendo a
mesma espécie, planta vindas de diferentes regifes exibiram um desempenho
diferente frente as variagcdes ambientais a qual estavam submetidas.

Especificamente, foram confirmadas as hipéteses de que a alta radiacao
associada as altas temperaturas altera de maneira distinta o desempenho
fotoquimico dos acessos de J. curcas. A alta radiacdo associada a temperatura
causaram danos nos fotossistemas e alteraram a producéo de inflorescéncias e de
frutos das plantas.

Assim, o presente estudo fornece subsidios para sugerir 0 uso do acesso
NEF 06 em areas com elevadas temperaturas e alta radiacdo. Os acessos NEF 04 e
NEF 08 mostraram maior eficiéncia fotoquimica em ambas as condi¢cdes de RFA,
porém o sombreamento inibiu o estadio reprodutivo, tal qual em NEF 06. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar a resposta intra-especifica para o estresse
luminoso e térmico e detectar a principal causa da sensibilidade dos acessos NEF
01 e NEF 05 faces a estes estresses.

Tomados em conjunto, os resultados deste trabalho demonstram que, entre
0s acessos de Jatropha curcas L. ocorre grande variabilidade no uso da energia
luminosa canalizada para o metabolismo do carbono o que explica, em grande parte,
as diferencas no acumulo de biomassa e da eficiéncia fotoquimica. Compreender os
mecanismos e motivos que provocam a diversidade de respostas a variacdo de luz e
temperatura € uma alternativa promissora para que Se consiga aumentos na

produtividade desta espécie.



