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RESUMO

O déficit hidrico € um dos principais fatores que limitam o crescimento vegetal e a
produtividade agricola. O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do déficit hidrico
e recuperacdo em plantas de Crambe abyssinica Hochst, utilizando a fluorescéncia
da clorofila a como ferramenta de analise. As plantas da cultivar FMS Brilhante e da
linhagem FMS CR1101 foram submetidas ao déficit hidrico pela suspensdo da
irrigacdo durante sete dias, seguidos por um periodo de trés dias de reidratacdo. Para
a andlise da fluorescéncia da clorofila a folhas jovens completamente expandidas
foram selecionadas e adaptadas ao escuro por 20min. As medidas da fluorescéncia
da clorofila a foram realizadas utilizando-se um fluorémetro Handy-PEA (Hansatech,
UK). Medidas do conteudo relativo de agua foliar (CRA), da condutancia estomatica
(gs) e da biomassa também foram realizadas. Sob déficit hidrico, houve reducéo do
CRA e gs, com recuperacdo total ap0s a reidratacdo das plantas. Observou-se maior
crescimento radicular em FMS Brilhante durante o déficit hidrico. Em ambos os
materiais genéticos observou-se reducdo no transporte de elétrons a partir da
absorcéo até a reducdo dos aceptores do intersistema. No entanto, no sétimo dia de
déficit hidrico, observou-se, em FMS Brilhante, aumento no sinal de fluorescéncia
apenas entre os pontos Fj e Fi, indicando a diminuicdo no transporte de elétrons entre
a Qa e o intersistema. A cultivar FMS Brilhante apresentou melhor conectividade
energética (Banda L) entre as subunidades independentes do fotossistema Il (FSII) e
menor inativacdo do complexo de evolucdo de oxigénio (Banda K). Por outro lado, a
linhagem FMS CR1101 apresentou melhores resultados para os parametros que
medem o rendimento quantico da reducdo dos aceptores finais de elétrons do
fotossistema |, FSI (@ro), a eficiéncia com que um elétron se move apos a Qa™ (Yeo) e
a eficiencia com que um elétron proveniente do intersistema reduz o aceptor final de
elétrons do FSI (Aro). A linhagem apresentou, também, melhores resultados para o
indice de desempenho fotoquimico (Plota)) durante o periodo de reidratacdo. Apesar
das plantas de FMS Brilhante terem apresentado maior crescimento radicular e melhor
atividade fotoquimica do FSII, a linhagem apresentou melhor incremento da atividade
fotoquimica do FSI.



Palavras chave: Fotossistema Il, Fluorescéncia da clorofila a, Teste — JIP, Tolerancia

ao déficit hidrico, Recuperagéo.



ABSTRACT

Drought stress is one of the main environmental factors that limit growth and yield of
plants. The objective of this study was to evaluate and compare the effects of induced
drought stress and recovery in Crambe abyssinica Hochst plants using chlorophyll a
fluorescence as an analytical tool. The plants of the cultivar FMS Brilhante and lineage
FMS CR1101 were subjected to water stress by withholding water for seven days,
followed by a period of three days of rehydration. For the analysis of chlorophyll a
fluorescence, fully expanded young leaves were selected and adapted to the dark for
20 min. Fluorescence measurements of chlorophyll a was performed using a Handy-
PEA fluorometer. Were also made measures of the relative leaf water content (RWC),
the stomatal conductance (gs) and biomass. Under drought stress, there was a
reduction in the relative leaf water content (RWC) and stomatal conductance (gs), with
full recovery after rehydration of plants. There was more root growth in FMS Brilhante
during the imposition of water deficit. Both materials showed a decrease in the
transport of electrons from the absorption until the reduction of the intersystem
acceptors. However, on the seventh day of water deficit was observed in FMS
Brilhante, increase in fluorescence signal only between F; and F; steps, indicating the
decrease of electron transport between Qa and intersystem. The cultivar FMS Brilhante
showed better energy connectivity (L-band) between independent subunits of
photosystem 1l (PSII) and less inactivation of the complex evolution of oxygen (K-
band). On the other hand, the lineage FMS CR1101 showed better results for the
parameters that measure the quantum yield of the reduction of the final acceptor of
photosystem 1 (FSI) (¢RO), the efficiency with which an electron moves after Qa (Weo
) and the efficiency with which an electron from the intersystem reduces the final
acceptor of FSI (Aro). The lineage showed also better results for the photochemical
performance index (Plwta) during the rehydration period. Despite FMS Brilhante plants
have presented higher root growth and better photochemical activity of PSII, the
lineage showed better increment of photochemical activity of the FSI.

Keywords: Photosystem Il, Chlorophyll a fluorescence, JIP-test, Drought tolerance,

Recovery.
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1 - INTRODUCAO

O déficit hidrico € um dos principais fatores limitantes do crescimento vegetal e
da produtividade agricola em regides com baixa distribuicdo pluviométrica (VAN-
HEERDEN et al., 2007; CAMPOS et al.,, 2014). A reducdo do crescimento e da
producdo ocorre em resposta as alteragcbes em diversos processos metabolicos,
dentre eles a conduténcia estomatica, a transpiracéo, a eficiéncia de transporte de
elétrons nos tilacéide e as reacdes de assimilacdo do carbono, os quais reduzem-se
em condicdes de limitada disponibilidade de agua (WASEEM et al., 2011; CLAEYS;
INZE, 2013). As respostas das plantas ao estresse hidrico envolvem, normalmente,
estratégias para se evitar e/ou tolerar a escassez hidrica, que variam de acordo com

a espécie ou genotipo da planta (CHAVES, 2002).

O fechamento estomatico é uma das primeiras respostas das plantas ao déficit
hidrico (CHAVES et al., 2003; POU et al., 2012). O controle estomatico durante o
déficit hidrico tem por objetivo limitar a transpiracao foliar e, assim, proteger a planta
da perda de agua extensiva que pode causar a desidratacéo celular e morte da planta
(CHAVES et al.,, 2003; KOOYERS, 2015). No entanto, a diminuicdo da abertura
estomatica tem como consequéncia a reducdo na assimilacdo de CO: pelas plantas
e, consequentemente, a inibicdo do metabolismo fotossintético que, por sua vez,
resulta na reducéo da produtividade vegetal (FLEXAS et al., 2004; LAWSON; BLATT,
2014; KOOYERS, 2015).

A capacidade da planta em realizar as trocas gasosas € dada pela condutancia
estomatica (gs). O fechamento estomatico em respota ao déficit hidrico provoca a
diminuicdo da condutancia estomatica e, quando essa situacdo € combinada com a
manutenc¢do ou o aumento da energia de irradiancia incidente sobre a folha, ocorre
um desequilibrio energético entre a taxa de producdo de ATP e NADPH na fase
fotoquimica da fotossintese e o seu consumo pelo Ciclo de Calvin-Benson (CHAVES
et al., 2003; PINHEIRO; CHAVES, 2011). Nesta situacao, a regulacao da fotossintese
e a fotoinibicdo tornam-se poderosos mecanismos de defesa limitando potenciais
danos a maquinaria fotossintética (CHAVES et al., 2003, 2009; SOUZA et al., 2004;
PINHEIRO; CHAVES, 2011).
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A produtividade vegetal é determinada pela capacidade da planta em produzir
fotoassimilados para o seu crescimento e desenvolvimento (CLAEYS; INZE, 2013).
Desse modo, a tolerancia das plantas ao déficit hidrico relaciona-se ao quao
eficientemente elas conseguem manter seu mecanismo fotossintético ativo quando

confrontadas com a diminuicao do seu status hidrico (CHAVES, 2002).

A luz absorvida pelos fotossistemas pode ser utilizada para as reacodes
fotossintéticas ou dissipada na forma de calor e/ou emissdo de fluorescéncia
(KRAUSE; WEIS, 1991). Assim, alteracOes estruturais e funcionais do aparato
fotossintético de plantas submetidas ao déficit hidrico podem ser estimadas pela
analise dos sinais da fluorescéncia da clorofila a devido a sua conexdo com 0s
processos envolvidos na conversdo da energia luminosa para uma forma quimica
estavel (STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

A cinética da fluorescéncia da clorofila a € amplamente utilizada em estudos com
organismos fotossintéticos por fornecer informacdes detalhadas sobre a estrutura e
funcionalidade do aparato fotossintético (STRASSER et al., 2000; OUKARROUM et
al., 2007; GONCALVES et al., 2010; ZUSHI et al., 2012; LI; GONG, 2012; CHEN et
al., 2015). Com respeito ao déficit hidrico, a andlise da fluorescéncia da clorofila a tem
sido utilizada na identificacdo de possiveis alteracdes no sistema fotoquimico das
plantas, selecionando as espécies, linhagens ou cultivares mais tolerantes ao déficit
hidrico (OUKARROUM et al., 2009; WANG et al.,, 2012; GOMES et al., 2012;
CAMPOS et al., 2014). Por exemplo, Jedmowski et al.(2014), utilizaram a analise da
fluorescéncia da clorofila a para monitorar os impactos do déficit hidrico na cadeia
transportadora de elétrons fotossintética de oito gendtipos de cevada. Os autores
observaram alteracbes nos indices de desempenho fotoquimico Plabs € Pliotal
(parametros do teste JIP fornecidos pela fluorescéncia da clorofila a) nas plantas
submetidas ao déficit hidrico moderado e severo e por meio desta analise ranquearam
0S genotipos de acordo com o grau de tolerancia ao déficit hidrico. Oukarroum et
al.(2007) observaram que a toleréncia ao déficit hidrico em cultivares de cevada
estava relacionada com a conectividade energética das unidades do FSIl e com a
estabilidade do complexo de evolucdo de oxigénio, informacbes fornecidas pela
analise da fluorescéncia da clorofila a por meio da normalizacdo dos dados e obtencao

das bandas L e K, respectivamente. Pelo exposto, € possivel utilizar a analise da
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cinética da fluorescéncia da clorofila a como ferramenta para diferenciar a
sensibilidade de gendtipos ao déficit hidrico, considerando que o uso de materiais
genéticos mais tolerantes ao déficit hidrico seja uma alternativa para aumentar a
produtividade em regides com ma distribuicdo pluviométrica (WASEEM et al., 2011,
GOMES et al., 2012).

O crambe (Crambe abyssinica Hochst) € uma planta pertencente a familia
Brassicaceae, originaria da regido do Mediterrdneo e cultivada em algumas regides
tropicais e subtropicais (OPLINGER et al., 1991). Planta herbacea anual, possui ciclo
de vida curto, de aproximadamente 90 a 100 dias, atingindo o estagio de florescimento
apos 40 a 50 dias e a maturacdo das sementes 75 a 90 dias apos o semeio (GOLZ,
1993). As plantas de crambe possuem em média 1 m de altura, folhas ovais e
assimétricas e flores brancas com boa producdo de sementes (OPLINGER et al.,
1991; PITOL, 2008). As sementes do crambe possuem alto teor (55 — 60%) de acido
erdcico e por isso possui grande interesse industrial (LAZZERI et al., 1994). O crambe
€ uma planta com uso promissor na fabricacédo de lubrificantes industriais e inibidores
de corrosdo podendo, também, ser utilizado como ingrediente na fabricacdo de
borracha sintética, filmes plasticos, plastificantes, nylon, adesivos e isolantes elétricos
(LEPPIK; WHITE, 1975; LAZZERI et al., 1994; PITOL, 2008).

O crambe possui grande potencial para ser utilizado, também, na producéo de
biocombustiveis (COLODETTI et al., 2012). Um aspecto importante € que o 6leo de
crambe substitui derivados de petréleo na fabricacdo de muitos produtos e por ser um
produto renovavel, tem a seu favor um grande apelo ambiental. Além disso, o crambe
€ invidvel para o consumo humano e por isso ndo concorre com a alimentacao
humana (COLODETTI et al., 2012). No Brasil, os recentes incentivos do governo
federal para a busca de fontes energéticas renovaveis e alternativas aos
hidrocarbonetos tém alavancado o interesse no cultivo e producao do crambe voltado
para a producao de biocombustiveis (VARISCO; SIMONETTI, 2012).

A principal regido brasileira produtora de crambe é a Centro-Oeste, onde o
cultivo se da no periodo entre as safras, conhecida como safrinha, e, por isso, nédo
compete com as principais culturas alimentares. Seu cultivo é totalmente mecanizado
utilizando os mesmos implementos agricolas do cultivo da soja (JASPER et al., 2010).

A cultivar FMS Brilhante é a mais utilizada nas lavouras de crambe no Brasil. No
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entanto, ha a necessidade de criar novos materiais genéticos visando o aumento do
potencial produtivo do crambe. Nesse sentido, a Fundagcdo Mato Grosso do Sul
(Fundacdo MS) possui um programa de melhoramento de crambe, onde novas
linhagens sé@o desenvolvidas buscando o aperfeicoamento ou o desenvolvimento de
cultivares com caracteristicas favoraveis ao aumento do potencial produtivo atual da
cultura (PITOL et al., 2012). Dentre as recentes linhagens desenvolvidas, a FMS
CR1101 apresenta caracteristicas de producédo préximas a do cultivar FMS Brilhante

(aproximadamente 1691 kg.ha! e 1869 kg.hal, respectivamente).

Os estudos com o crambe ainda sdo bastante escassos e séo direcionados,
sobretudo, ao armazenamento das sementes e sua germinacdo ou a caracterizacao
e qualidade do 6leo (VOLLMANN; RUCKENBAUER, 1993; VARGAS-LOPEZ et al.,
1999; TEIXEIRA et al., 2011; MARTINS et al., 2011; VARISCO; SIMONETTI, 2012; LI
et al., 2012). De acordo com Werner et al. (2013), existem lacunas no conhecimento
do crambe que precisam ser preenchidas para desenvolver a potencialidade dessa

cultura.

2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

2.1.1 — Avaliar as respostas fisioldgicas de Crambe abyssinica Hochst. (cultivar
FMS Brilhante e linhagem FMS CR1101) ao déficit hidrico.

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 — Avaliar o conteudo relativo de agua (CRA) e a condutancia estomatica
(gs) na cultivar FMS Brilhante e na linhagem FMS CR1101 submetidos ao déficit

hidrico.
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2.2.2 — Comparar o impacto do déficit hidrico sobre a cinética da fluorescéncia
da clorofila a na cultivar FMS Brilhante e na linhagem FMS CR1101.

2.2.3 — Avaliar alteragdes no ganho de matéria seca nas plantas submetidas ao

déficit hidrico.

3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Material vegetal

As sementes de Crambe abyssinica Hochst., cultivar FMS Brilhante e linhagem
FMS CR1101, foram fornecidas pela Fundacdo MS, Maracujd/MS. A FMS Brilhante é
a principal cultivar de crambe utilizada no Brasil enquanto FMS CR1101 é uma
linhagem com produtividade maxima proxima a da FMS Brilhante, 1691 kg.ha! e 1869

kg.ha, respectivamente. Ambos os materiais sdo produzidos pela Fundacdo MS.

3.2 — Experimento piloto

Previamente ao experimento principal, foi realizado um experimento piloto. Esse
experimento foi instalado em casa de vegetacdo da Fazenda Experimental do Centro
Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), campus da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), municipio de Sao Mateus/ES. Utilizando um delineamento
inteiramente casualizado, o experimento piloto consistiu no plantio e
acompanhamento do crescimento das plantas e posterior exposi¢éo ao déficit hidrico
com a avaliacdo da condutancia estomatica (gs), fluorescéncia transiente da clorofila
a e altura das plantas. Foram utilizados 40 vasos preenchidos com ‘terra vegetal’,
substrato adquirido em casa de jardinagem formado pela mistura de terra in natura e
material organico vegetal em decomposi¢do. Dez vasos foram utilizados para cada
tratamento e material genético (cultivar e linhagem). Os resultados obtidos foram
utilizados para a adequacao das condic¢des de cultivo e das metodologias empregadas

no experimento principal, tais como: profundidade das sementes no solo, correcdo do
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pH e adubacao do solo, idade e estagio das plantas em que se iniciou a imposi¢ao do
déficit hidrico, tempo médio de imposi¢ao ao déficit hidrico e tempo de adaptacéo das
folhas ao escuro para a coleta dos sinais de fluorescéncia. O experimento piloto teve

duracéo de 45 dias.

3.3 — Experimento principal

3.3.1 — Condicbes de cultivo

O experimento foi instalado em casa de vegetacéo da Fazenda Experimental do
Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), campus da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) - municipio de S&o Mateus/ES. O delineamento foi
inteiramente casualizado utilizando 40 plantas da cultivar e da linhagem, totalizando
80 plantas. Cinco sementes de cada material genético foram semeadas em cada vaso
de 5,5 L a uma profundidade de aproximadamente 2 cm. Apds 15 dias da emergéncia
das plantas realizou-se o desbaste, permanecendo uma planta por vaso. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacao com luminosidade natural e temperatura média
de 25°C. As plantas foram irrigadas diariamente durante as quatro semanas de
crescimento por meio de aspersdo automatica. As plantas foram cultivadas até a idade
de 28 dias quando se iniciou a imposicdo do déficit hidrico. O experimento teve

duracédo de 40 dias contados a partir da semeadura.

3.3.2 — Correcao e adubacéo do solo

O solo utilizado para o cultivo das plantas de crambe foi extraido na fazenda

experimental. Subamostras foram coletadas, misturadas e homogeneizadas e



Figura 1 — Imagens do experimento instalado na casa de vegetacdo da fazenda experimental do
Ceunes/Ufes, com plantas de crambe, cultivar FMS Brilhante e linhagem FMS CR1101. (A)
aspecto das plantas previamente a imposicdo ao déficit hidrico e (B) ap6s os sete dias de
imposicao ao déficit hidrico.

20
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encaminhadas para o Laboratério Agronémico de Andlise de Solo, Folha e Agua
(LAGRO), do Programa de Poés-Graduacdo em Agricultura Tropical (PPGAT),
CEUNES/UFES, para realizacao de analise quimica, por meio da qual foi identificada

a necessidade de correcao de pH e de adubacéao.

Para a correcao do pH do solo, foram aplicados 7,5 g de calcéario dolomitico em
5,5 L do solo. Em seguida, foram aplicados 200 mL de agua. A adubacao foi realizada
seguindo a recomendacao de concentracfes de nutrientes para adubacao basica de
um solo proposto por Oliveira et al. (1991). Foram produzidas duas solucdes fontes
de nutrientes: solugcédo de macronutrientes (N, P, K) e solu¢cdo de micronutrientes (S,
B, Cu, Fe, Mn, Mo, Zn). Para a solucao de macronutrientes, foram utilizados 360g de
fosfato de amonio monobasico (NHsH2PO4) e 229,69 de fosfato de potassio
monobasico (KH2PO4) diluidos para 2 litros de agua destilada. Para a solucdo de
micronutrientes foram utilizados 2,036g de acido borico (HsBOs3), 2,29¢g de sulfato de
cobre (CuS0a4.5H20), 7,749 de sulfato de zinco (ZnS04.7H20), 3,389 de sulfato de
ferro (FeSOa), 4,559 de sulfato de manganés (MnSO4) e 0,845g de molibdato de
amonio [(NH4)sM07024.4H20] diluidos para 1 litro de agua destilada. Em cada vaso
contendo 5,5 L de solo foram aplicados 25 mL e 12,5 mL da solugdo de macro e
micronutrientes, respectivamente. Apés a adubacao, o solo foi encubado em sacos
plasticos de 8 litros durante 55 dias. Os sacos em que o solo ficou encubado foram

abertos a cada 2 dias para a liberacédo do CO-.

3.4 — Tratamento de déficit hidrico

Com 30 cm de altura, ainda no estagio vegetativo (Fig. 1A), as plantas foram
induzidas aos tratamentos, que consistiram em dois regimes hidricos: condicédo de
controle (plantas irrigadas diariamente) e suspensao total da irrigagdo. Apos sete dias
de imposicdo ao déficit hidrico, quando se observou a perda de folhas e a morte de
algumas plantas (Fig. 1B) acompanhada de uma forte reducdo (< 50 mmol/m2.s?) na
condutancia estomatica (gs), deu-se inicio a reidratacdo das plantas visando avaliar a

capacidade de recuperacdo ao déficit hidrico. Todas as avaliagbes foram realizadas
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no periodo entre 4:30 e 7:00 horas da manhd em folhas jovens e plenamente
expandidas (32 ou 42 folha a partir do &pice).

3.5 — Metodologia geral

3.5.1 — Conteudo relativo de agua foliar

A avaliacao do conteudo relativo de agua (CRA) foliar foi realizada no periodo
da antemanha (4:30 — 6:00). Cinco plantas de cada tratamento foram selecionadas
aleatoriamente. De cada planta retirou-se uma folha da qual foram extraidos cinco
discos com 0,78 cm? de area cada. O CRA foi determinado seguindo a metodologia
proposta por Barrs e Weatherley (1962). Os cinco discos provenientes da mesma
planta foram pesados juntos, imediatamente apds serem extraidos das folhas,
obtendo-se, assim, a massa fresca do tecido (MF). Em seguida, a massa turgida (MT)
foi obtida hidratando-se os discos foliares por 24 horas em placa de Petri contendo
adgua destilada suficiente para cobri-los. A matéria seca (MS) foi aferida ap6s a
secagem dos discos foliares em estufa durante 72 h a 60 °C. As respectivas massas
foram determinadas em balanca digital de precisédo (0,0001 g). O calculo do CRA foi

realizado pela formula abaixo e expresso em porcentagem (%).

CRA = [(MF-MS) / (MT-MS)] x 100

3.5.2 — Condutancia estomatica

As avaliacOes da condutancia estomatica (gs) foram realizadas na face abaxial
das folhas de cinco plantas/tratamento utilizando-se um porémetro foliar (SC-1Leaf

Porometer, Decagon devices).
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3.5.3 — Fluorescéncia da clorofila a (O-J-1-P)

Os sinais de fluorescéncia foram registrados por meio de um fluorémetro portétil
Handy-PEA (Hanstech, King’'s Lynn, Norkfolk, UK) conforme descrito por Strasser &
Strasser (1995). Previamente as medidas, as folhas foram adaptadas ao escuro por
meio do uso de clipes foliares (Hansatech, UK) durante 20 minutos. A fluorescéncia
0O-J-1-P foi induzida pela exposicado da folha a um pulso de luz vermelha saturante
(650nm, 3.000 umol m2 s'1) onde os sinais de florescéncia sdo registrados durante 1s
(TSIMILLI-MICHAEL; STRASSER, 2008). Os sinais da fluorescéncia da clorofila a
ascendem a partir de uma intensidade inicial Fo (~20 ps ou ~50 ps) até uma
intensidade maxima Fp (~300 ms). Entre esses dois extremos existem 0s pontos
intermediarios Fs (~2 ms) e Fi (~30 ms) (STRASSER et al., 2000). O aumento dos
sinais de fluorescéncia de Fopara Fp € o reflexo da rapida reducdo da quinona A (Qa).
Assume-se que em Fo todas as Qa encontrem-se em estado oxidado e todos os
centros de reacéo (CR) estejam abertos. Por outro lado, os sinais de fluorescéncia em
Fp resultam da reducdo de todas as Qa e do fechamento de todos os CR’s. A
intensidade de fluorescéncia registrada aos 20 ps foi considerada como sendo a

fluorescéncia inicial.

As curvas da fluorescéncia transiente O-J-I-P foram normalizadas segundo
Yusuf et al. (2010), como: fluorescéncia variavel relativa entre os pontos O (20 ps) e
P (300 ms) [V: = (Ft — Fo)/(Fp — Fo)]; fluorescéncia variavel relativa entre os pontos O
e K (300 ps) [Vok = (Ft— Fo)/(Fk — Fo)], entre os pontos O e J (2 ms) [Vos = (F— Fo)/(F3
— Fo)], entre os pontos O e | (30 ms) [Vor = (F— Fo)/(Fi — Fo)] e entre os pontos | e P
[Vip = (Ft— F)/(Fp — F1)]. Obtida a fluorescéncia variavel (Vt, Vok, Vos, Vo, Vip), calculou-
se as diferencas cinéticas entre os tratamentos, Av = Viatamento — Vcontrole. OS
parametros do teste JIP avaliados neste estudo foram: o fluxo de energia dissipada
por CR emt =0 [DIlo/RC = (ABS/RC) - (TRo/RC)]; o rendimento quéntico fotoquimico
maximo para a fotoquimica primaria, ro = TRo/ABS = Fv/Fm (STRASSER et al., 2005);
a probabilidade de um éxciton capturado mover um elétron para além da Qa", Weo =
ETo/TRo = 1-VJ(STRASSER et al., 2005); eficiéncia com que um elétron transportado
a partir do intersistema reduz o aceptor final de elétrons do FSI, dro = REo/ETo =
(1-V1)/(1-Vy) (OUKARROUM et al., 2015); o rendimento quéntico para a redugéo dos
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aceptores finais do FSI por féton absorvido, @ro = REo/ABS = [1-(Fo/Fm)].(1-V1)
(OUKARROUM et al., 2015) e o indice de desempenho fotossintética a partir da
excitacdo até a redugdo dos aceptores finais do FSI, Plita = (RC/ABS).[®ro/(1-
®ro)].[weo/(1-Weo)].[Oro/(1-6R0)] (STIRBET; GOVINDJEE, 2011).

3.5.4 — Producao de matéria seca

Para avaliar os efeitos do déficit hidrico sobre o crescimento das plantas de
crambe, cinco individuos de cada tratamento e material genético (cultivar e linhagem)
foram selecionados aleatoriamente. Cada individuo foi separado em parte aérea e
raiz, as quais foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa com
circulacdo de ar durante 72 horas a 60°C. As respectivas matérias seca foram
determinadas em balanca digital de precisdo (0,0001 g) e expressas em g.planta!
(WILSON et al., 1999).

3.5.5 — Determinacgédo da area foliar

A érea foliar foi medida utilizando-se um medidor de area foliar (modelo LI-
3100C, Li-Cor) em cinco plantas de cada tratamento, selecionadas aleatoriamente. A

area foliar foi expressa em cm?.planta’.

3.6 — Anélise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC).
Para os dados de fluorescéncia foram realizadas 10 repeticbes e para os demais
dados (condutancia estomatica, CRA e biomassa) foram utilizadas 5 repeticées. Os
dados das variaveis avaliadas foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-
Wilk. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade utilizando-se o software Assistat
7.7.
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4 - RESULTADOS

4.1 — Conteudo relativo de agua (CRA)

Houve reducédo significativa do conteudo relativo de &gua nas folhas dos
materiais genéticos estudados submetidos a deficiéncia hidrica (Fig. 2A e 2B). Em
FMS CR1101, a reducdo de CRA foi maior no DH 4 (aproximadamente 50%)
comparativamente a cultivar FMS Brilhante, cuja reducdo observada foi de
aproximadamente 30% em relagdo ao controle (Fig. 2A e 2B). Ambos os materiais
genéticos apresentaram valores de CRA muito reduzidos e similares no ultimo dia de
déficit hidrico (DH 7) (31% e 29% para a cultivar FMS brilhante e a linhagem FMS
CR1101, respectivamente). Um dia ap6s a reidratacdo das plantas (RC 1), a
recuperacéo dos valores de CRA foi maior para a cultivar FMS brilhante (de 31% a
aproximadamente 60%). Total recuperacao dos valores de CRA foi observada apenas

na cultivar FMS brilhante 3 dias ap0és a reidratacédo (RC 3) das plantas (Fig. 2A e 2B).

4.2 — Condutancia estomatica (gs)

Os valores de condutancia estomatica (gs) decresceram significativamente no
primeiro dia de supresséao hidrica (DH 1) em ambos os materiais analisados (Fig. 2C
e 2D). Em FMS CR1101, o menor valor de gs foi observado 4 dias apos a supressao
da irrigacdo (DH 4) e manteve-se constante até o 1° dia de reidratacdo das plantas,
RC 1 (Fig.2D). Os valores de gs diminuiram gradativamente em FMS Brilhante, com
0s menores valores (p < 0,05) obtidos no dia de maximo estresse (DH 7) (Fig. 2C).
Além disso, para a linhagem FMS CR1101, observou-se sinais de recuperacéo de gs
somente 3 dias apoOs a reidratacdo das plantas (RC 3). O valor da condutancia

estomatica ao final do periodo de reidratacao foi significativamente menor ao das
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Figura 2 — Conteudo relativo de 4gua (CRA) e condutancia estomatica (gs) de folhas de C. abyssinica
cultivar FMS Brilhante (A e C) e linhagem FMS CR1101 (B e D) submetidas ao déficit hidrico e
recuperacao. A linha tracejada indica o final do periodo de déficit hidrico imposto e o inicio da
reidratacdo. As siglas DH correspondem aos dias apés o inicio da imposi¢do ao déficit hidrico e RC
aos dias ap6s o inicio da reidratacdo. Os valores sdo médias (z erro padrdo). As letras representam
a diferenca estatistica entre os dias e o asterisco (*) entre os tratamentos (Tukey 5%), n = 5.

plantas controle (Fig. 2D). Por outro lado, total recuperacédo de gsfoi observada ao

final do experimento na cultivar FMS Brilhante (Fig. 2C).

4.3 — Fluorescéncia transiente da clorofila a

Tanto a cultivar quanto a linhagem apresentaram curvas O-J-I-P caracteristicas,

com aumento polifasico a partir de Fo até Fp, com pontos intermediarios Fs e Fi
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Figura 3 — Cinética da emisséo da fluorescéncia da clorofila a entre os passos O e P em folhas de C.
abyssinica adaptadas ao escuro, cultivar FMS Brilhante (A, C e E) e linhagem FMS CR1101 (B, D e
F) expostas ao déficit hidrico e reidratacao. (A e B) Intensidade da fluorescéncia (F), as letras O, J, |
e P sinalizam o momento em que cada ponto ocorre na curva (20us, 2ms, 30ms e 300ms,
respectivamente). (C e D) fluorescéncia relativa variavel Vi=(Ft-Fo) / (Fr-Fo). (E e F) Diferenca cinética
de Vi AVt:[Vt(tratamento)-Vt(controIe)]. Os valores séo médias, n=10.
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definidos (Fig. 3A e 3B). O comportamento das curvas cinéticas da emissdo da
fluorescéncia da clorofila a foi similar até o 4° dia de déficit hidrico (DH 4). Contudo,
no ultimo dia de déficit hidrico (DH 7), observou-se a supresséao e inibicdo das fases
0-J-1-P em ambos os materiais, com maior evidéncia para a cultivar FMS Brilhante
(Fig. 3A e 3B).

No dia de maximo estresse (DH 7), observou-se, também, o aumento na
fluorescéncia inicial (Fo) na cultivar FMS Brilhante bem como uma redugé&o dos pontos
Fis, FI e Fp comparativamente aos demais dias de tratamento. Por outro lado, a
linhagem FMS CR1101 apresentou, também, um aumento em Fo aos DH 7, porém F,
manteve-se similar ao observado para os demais dias de tratamento enquanto os
pontos Fi e Fp se reduziram (Fig. 3A e 3B). Comparando os materiais entre si,
verificou-se maior redugédo dos pontos Fi e Fp na cultivar FMS Brilhante. Durante o
periodo de reidratacdo das plantas, observou-se a total recuperacédo das fases O-J-I-

P em todas as plantas.

A fluorescéncia entre os pontos O e P foi analisada por meio das normalizacfes
Vi = (Ft— Fo) / (Fp— Fo) (Fig. 3C e 3D) e diferenca cinética AVt = [V tratamento) — V't (controle)]
(Fig. 3E e 3F). Estas normalizagbes permitem visualizar as diferentes fases O-J, J-1 e
I-P. Videclinou nas plantas submetidas ao déficit hidrico e reidratagéo (Fig. 3C e 3D).
As curvas da diferencga cinética AV: evidenciaram o aparecimento de bandas positivas
durante os dias de imposicdo ao déficit hidrico. No entanto, em FMS CR1101 a
amplitude da curva de fluorescéncia aumentou a partir de Fo até Fi enquanto em FMS
Brilhante a curva de fluorescéncia apresentou elevacdo da amplitude apenas entre F;
e Fi(Fig. 3E e 3F). Tanto FMS Brilhante como FMS CR1101 apresentaram diminui¢cao
da fluorescéncia apés Fi. Durante a reidratacdo, observou-se a total recuperacao de
Vitanto na cultivar como na linhagem (Fig. 3E e 3F).

A fluorescéncia relativa entre os pontos Foe Fk [20 e 300 ps, respectivamente =
Vok = (Ft — Fo)/(Fk — Fo)] e entre O e J [20 ps e 2 ms, respectivamente = Voy = Ft —
Fo)/(Fa — Fo)] foi normalizada e apresentada como a diferenca cinética AVok =
Vok(tratamento) = VOK(controle) € AVos = Vou(tratamento) = VoJ(controle), respectivamente (Fig. 4).
As diferencgas cinéticas AVok e AVos revelam, respectivamente, a banda L (Fig. 4A e
4B) e a banda K (Fig. 4C e 4D). Observou-se o aparecimento da banda L positiva a

partir do DH 4 tanto para a cultivar FMS Brilhante como para a linhagem FMS CR1101,
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com valores maximos aos DH 7. O aumento da amplitude da banda L em resposta ao
déficit hidrico foi mais evidente para a linhagem FMS CR1101 aos DH 4 e DH 7
(aproximadamente 0,06 e 0,15, respectivamente) (Fig. 4B). Sob déficit hidrico,
observou-se, também, o aparecimento da banda K com amplitude positiva a partir do
DH 4 para ambos os materiais genéticos avaliados. Porém, notou-se que a amplitude
positiva da banda K observada para a cultivar FMS Brilhante em DH 7 foi inferior &
amplitude observada em DH 4 (Fig.4C). Além disso, notou-se que em FMS CR1101 a

amplitude da banda K aumentou de maneira hiperbdlica atingindo valores maiores
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Figura 4 — Fluorescéncia transiente da clorofila a em folhas de C. abyssinica adaptadas ao escuro,
cultivar FMS Brilhante (A e C) e linhagem FMS CR1101 (B e D) expostas ao déficit hidrico e
reidratacdo. (A e B) diferenca cinética de Vok [AVok=Voktratamento)-Vok(controle)] €videnciando a banda L;
(C e D) diferenca cinética de Vos [Aos= Voiratamento)-Voi(controle)] €videnciando a banda K. Os valores
sdo médias, n = 10.
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Figura 5 — Cinética da emisséo da fluorescéncia da clorofila a entre os pontos O e | em folhas de C.
abyssinica adaptadas ao escuro, cultivar FMS Brilhante (A,C e E) e linhagem FMS CR1101 (B, D e
F) expostas ao déficit hidrico e reidratacdo. (A e B) Fluorescéncia relativa variavel entre Fo e Fi [Vo
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Voi [AVoi = Vo (tratamento) — Vo (controle)]. OS valores sdo médias, n = 10.
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Figura 6 — Fluorescéncia transiente da clorofila a entre o passo | e P em folhas de C. abyssinica,
cultivar FMS Brilhante (A e C) e linhagem FMS CR1101 (B e D), adaptadas ao escuro sob condi¢des
de estresse hidrico progressivo e recuperacao. (A e B) fluorescéncia variavel entre os pontos | e P
[Vie=(F-F)/(Fp-F1)]. (C e D) Diferenca cinética de Vip [AVip=Vip(tratamento)-ViP(controle)]. OS valores séo
médias, n = 10.

do que aqueles observados em FMS Brilhante a partir do DH 4 (Fig. 4D). Durante o
periodo de reidratacdo das plantas, a amplitude das bandas L e K de ambos os
materiais diminuiram gradualmente, retornando a valores préximos aos observados
em DH 0 (Fig. 4C e 4D).

A normalizacéo dos dados entre Fo (20 us) e Fi (30 ms), apresentada como Vo
= (Ft— Fo)/(Fi— Fo) e AVoi= Vol (tratamento)— VoI (controle), €Videnciou um aumento gradual
da fase O - | com o déficit hidrico atingindo os maiores valores no DH 7 (Fig. 5A, 5B,
5E e 5F). Comparativamente a cultivar FMS Brilhante, a linhagem FMS CR1101
apresentou valores de Vo mais elevados no DH 7 (Fig. 5B). Durante o periodo de



32

reidratacdo das plantas, Voi retornou gradualmente aos valores proximos aos obtidos
em DH 0.

A avaliacdo da fase |-P foi realizada por meio de duas analises: a) a analise da
fluorescéncia normalizada entre Fo e Fi compreendidos no intervalo de tempo entre
30-300 ms, ou seja, Voi> 1 (Fig. 5C e 5D) e b) a analise da normalizacgao do transiente
entre os pontos | e P, dado por Vip e pela diferenca cinética AVie (Fig. 6). Para FMS
Brilhante e FMS CR1101, a curva normalizada Vo > 1 diminuiu gradualmente com o
déficit hidrico. No entanto, observou-se que em DH 7 os valores de Vo diferiram entre
0s materiais analisados, sendo menores para a linhagem FMS CR1101. Durante o
periodo de reidratacdo, Vo elevou-se, gradualmente, até atingir valores
consideravelmente altos em RC 3 (Fig. 5C e 5D). A fluorescéncia entre Fi e Fp é
apresentada como Vie € AVie no intervalo de tempo entre 30 e 180 ms (Fig. 6). Vie
diminuiu gradualmente conforme o periodo de déficit hidrico se prolongava, sendo o
menor valor observado em FMS CR1101 no DH 7 (Fig. 6B). Com a reidratagdo das
plantas, aumentos da amplitude da curva Vip em ambos os materiais analisados foram

observados atingindo os maiores valores ao final do experimento (RC 3).

A amplitude negativa de AVip aumentou com o déficit hidrico, sendo mais
evidente em FMS CR1101 (Fig. 6C e 6D). Por outro lado, apés o periodo de
reidratacéo (RC 3) houve o aparecimento de bandas de amplitudes positivas tanto na

cultivar como na linhagem (Fig. 6C e 6D).

4.4 — Parametros do teste JIP

ApoOs 7 dias de déficit hidrico, observou-se reducdo no rendimento quantico
méaximo do fotossistema Il ou @ro (0,39 e 0,48 em FMS Brilhante e FMS CR1101,
respectivamente) e aumento significativo em DIo/RC em ambos os materiais avaliados
(Fig. 7 A-B e 7 C-D). No entanto, durante o periodo de reidratacdo, 0os materiais
genéticos analisados apresentaram recuperacao total para ambos os parametros.
Além disso, ndo houve, durante o experimento, diferenga entre a cultivar e a linhagem

para esses parametros.
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Figura 7 — Pardmetros do teste JIP em folhas de C. abyssinica. A primeira coluna corresponde
aos resultados encontrados em FMS Brilhante e a segunda coluna em FMS CR1101. Ae B -
Rendimento quantico maximo para a fotoquimica primaria (¢ro). C e D - Fluxo de energia dissipada
por centro de reagéo ativo (DIo/RC). E e F - Rendimento quéantico de redugdo dos aceptores finais
de elétrons do FSI por féton absorvido (¢ro). G € H - Probabilidade de que um éxciton capturado
mova um elétron além da Qa  (weo). | e J) Eficiéncia com que um elétron se mova a partir do
intersistema para o aceptor de elétrons do FSI (Aro). K e L - indice de desempenho fotoquimica
a partir da excitacao até a reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI (Plwtal). As siglas DH
correspondem aos dias apdés o inicio da imposi¢cdo ao déficit hidrico e RC aos dias ap6s o inicio
da reidratacdo. Os valores sdo médias (+ erro padrdo). As letras representam a diferenca
estatistica entre os dias e o0 asterisco (*) entre os tratamentos (Tukey 5%), n = 10.
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Durante o periodo de supresséo hidrica, a redugcédo observada nos parametros
que medem o rendimento quantico da reducao dos aceptores finais de elétrons do PSI
(pro), a eficiéncia com que um elétron se move apds Qa™ (Weo) e a eficiéncia com que
um elétron proveniente do intersistema reduz o aceptor de elétrons final do FSI (Aro)
foi maior na cultivar FMS Brilhante comparativamente a linhagem FMS CR1101 (Fig.
7 E-J). Além disso, os valores de @ro e Weo recuperaram-se de maneira mais rapida
em FMS CR1101 durante o periodo de reidratacdo. Observou-se, também, que nesta
linhagem, Aro ndo se alterou significativamente, tanto no periodo de déficit hidrico

quanto na recuperacao.

O indice de desempenho fotoquimico Plwtal decresceu igualmente nos materiais
analisados durante a imposicdo do estresse hidrico atingindo valores préximos de
zero aos 7 dias de supressédo hidrica (Fig. 7K e 7L). No entanto, no periodo de
reidratacdo, observou-se rapida elevacdo em Pl na linhagem FMS CR1101,
atingindo valor semelhante ao controle jA no primeiro dia de reidratacdo (RC 1). No
altimo dia de reidratagdo, ambos 0s materiais apresentaram valores de Pliota acima

daqueles obtidos para o tratamento controle (Fig. 7K e 7L).

4.5 — Producdo de matéria seca e area foliar

De forma geral, a condicao de déficit hidrico resultou em redugdes significativas
na producdo de biomassa em ambos, cultivar e linhagem (Tabela 1). No entanto, sob
déficit hidrico, a producdo de matéria seca da raiz (MSR) foi significativamente maior
na cultivar FMS Brilhante (Tabela 1). A reducé@o de matéria seca da parte aérea (MSA),
matéria seca total (MST) e area foliar (AFO) foi similar entre cultivar e linhagem.
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Tabela 1- Producdo de matéria seca e area foliar em folhas de Crambe abyssinica cultivar FMS
Brilhante e linhagem FMS CR1101 ap6s 7 dias de estresse hidrico e reidratacao.

MSA (g.planta’)  MSR (g.planta™) MST (g.planta™) AFO (m?planta™)

CT DH GT DH BT DH CT DH
FMSBR 7376a 1,412b 9638a 2,626a* 17,014a 4038b 1276a 144b
FMSCR 7.812a 1,324b  9212a 1,724b* 17,024a 3,048b  1099a 116b

FMSBR = Cultivar FMS Brilhante, FMSCR = Linhagem FMS CR1101, MSA = matéria seca da parte
aérea, MSR = matéria seca da raiz, MST = matéria seca total, AFO = Area foliar, CT = Controle, DH
= Tratamento de déficit hidrico. Valores referem-se as médias. Letras representam a diferenca
estatistica entre os tratamentos e o asterisco (*) diferenca entre os materiais analisados (Tukey 5%),
n=>5.

5 — DISCUSSAO

Durante o experimento, as plantas submetidas ao déficit hidrico apresentaram
caracteristicas morfolégicas de murcha e queda de folhas, sintomas comuns em
plantas submetidas a esse tipo de estresse. A supressao da irrigacao durante os 7
dias causou a morte de 15% das plantas da cultivar FMS Brilhante e 10% das plantas
da linhagem FMS CR1101.

A diminuicdo da disponibilidade de agua no solo durante a imposi¢cao do déficit
hidrico sobre as plantas de crambe causou reducdo significativa na condutancia
estoméatica (gs), resultante da reducdo da abertura estomatica. O fechamento
estomatico é uma das primeiras respostas das plantas ao déficit hidrico, pois reduz a
perda de 4gua por meio da transpiracdo (CLAEYS; INZE, 2013; LAWSON; BLATT,
2014). Desse modo, o rapido decréscimo de gs observado para as plantas da linhagem
FMS CR1101 j4 no DH 4 sugere uma resposta preventiva para diminuir a perda de

agua dos tecidos foliares.

As diferencas observadas nos valores de CRA entre a cultivar FMS Brilhante e
a linhagem FMS CR1101 sugerem uma melhor manutencdo do status hidrico foliar
em FMS Brilhante nos primeiros dias de deficiéncia hidrica, o que pode estar
relacionado ao maior crescimento radicular observado para este cultivar (Tabela 1).
Um maior crescimento radicular possibilita a absorcdo de agua de zonas mais
profundas do solo (KAGE et al., 2004). Segundo Kooyers (2015), o investimento no

crescimento radicular representa uma estratégia eficiente de determinadas espécies
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e cultivares para evitar as condi¢cdes de déficit hidrico. Ao estudar as variaveis
morfolégicas de quatro cultivares de cana-de-agUcar expostas ao déficit hidrico,
Holanda et al. (2015), verificaram que as cultivares que apresentaram menor
investimento no crescimento radicular foram as mais suscetiveis ao déficit hidrico.
Além disso, a diminui¢cdo do crescimento da parte aérea acompanhada pela relativa
alocacao de matéria seca nas raizes € indicativo de uma estratégia adaptativa para
diminuir a desidratacdo durante o periodo de déficit hidrico (KOOYERS, 2015;
WAGHORN et al., 2015). Assim, os resultados relacionados com a producdo de
matéria seca sugerem que a cultivar FMS Brilhante prioriza o crescimento radicular

em resposta ao déficit hidrico.

A presenca de curvas O-J-I-P com comportamento polifasico caracteristico
revelou que, sob condicdo de déficit hidrico, todas as amostras avaliadas
encontravam-se fotossinteticamente ativas (STRASSER; STRASSER, 1995). O
transiente O-J-1-P representa a sucessiva reducdo dos transportadores de elétrons
associados aos fotossistemas durante as reacbes que compreendem a etapa
fotoquimica da fotossintese. A fase O-J esta relacionada com os eventos de reducdo
da quinona A (Qa) (STRASSER; STRASSER, 1995; LAZAR, 2004). A fase J-l envolve
0os eventos de reducdo dos transportadores de elétrons do intersistema como a
quinona B (Qs), plastoquinona (PQ), complexo citocromo b6f (Cyb6f) e plastocianina
(PC). A fase I-P esté relacionada com a reducéo dos aceptores finais de elétrons no
FSI como a ferredoxina (Fd) e NADP (YUSUF et al., 2010). O decréscimo na curva da
fluorescéncia e a supressao das fases O-J-I-P observados no ultimo dia de restricdo
hidrica sdo indicadores da ocorréncia de blogueios parciais ou totais do fluxo de
energia na cadeia transportadora de elétrons fotossintética (MEHTA et al., 2010). No
presente estudo, notou-se que estes resultados foram mais evidentes para a cultivar
FMS Brilhante em DH 7.

A observacao da diferenca da fluorescéncia relativa variavel entre Fo e Fp (AV?)
evidenciou uma variagao acentuada da fluorescéncia no DH 7 em relagao ao controle,
em ambos os materiais genéticos. Apds sete dias de supressao hidrica, a cultivar FMS
Brilhante foi caracterizada por um incremento significativo nos valores de AViapenas
na fase J-1 (Fig. 3E). Por outro lado, na linhagem FMS CR1101, a supressao hidrica
pelo periodo de sete dias causou efeitos significativos nas fases O-J e J-1 (Fig. 3F).

Esses resultados séo indicativos da ocorréncia de danos significativos nos
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carreadores de elétrons do intersistema na cultivar FMS Brilhante. Por outro lado, os
danos observados para a linhagem FMS CR1101 foram mais amplos, atingindo desde
0s eventos de reducéo da Qa até os eventos de reducéo do intersistema. Em ambos
0S materiais genéticos, observou-se a reducdo da amplitude de AV: na fase I-P,
especialmente em FMS CR1101 (Fig. 3E e 3F). Resultado semelhante foi descrito por
Gomes et al.(2012), em plantas de maracuja expostas as condi¢des de déficit hidrico.
Segundo os autores, tal resultado € um indicativo de um maior pool de aceptores finais
de elétrons do FSI apo6s a imposicdo do déficit hidrico e sugere um incremento na

eficiéncia com que um elétron é transferido para o lado aceptor do FSI.

A banda L € um indicador da conectividade ou agrupamento das unidades do
FSII. Desvios positivos da banda L refletem o decréscimo na conectividade energética
entre as unidades do FSII (OUKARROUM et al., 2007; TSIMILLI-MICHAEL,
STRASSER, 2008). Neste estudo, todas as plantas analisadas apresentaram um
aumento gradativo da amplitude positiva da banda L durante o periodo de déficit
hidrico, indicando que o déficit hidrico diminuiu a estabilidade das subunidades
independentes do FSII causando disturbios na conectividade energética (CHEN;
CHENG, 2010) (Fig. 4A e 4B). Tal disturbio foi mais evidente na linhagem FMS
CR1101 (Fig. 4B). No entanto, apds o periodo de reidratagdo os valores de AVok
(Banda L) se recuperaram nos dois materiais genéticos. Segundo Strasser et al.
(2004), a recuperacgao do AVok esta relacionada com a tolerancia das plantas ao déficit
hidrico pois uma alta conectividade entre as unidades do FSII resulta numa utilizacéo

mais eficiente da energia de excitacdo e maior estabilidade do sistema.

A banda K relaciona-se com o lado doador de elétrons do FSIl e, quando positiva,
pode indicar a inativacao do complexo de evolugéao do oxigénio (CEO) (YUSUF et al.,
2010). Neste cenario, a transferéncia de elétrons do CEO para a Psso € mais lenta do
que a transferéncia de elétrons da Peso para a Qa (JIANG et al., 2008). Todas as
plantas apresentaram aumento nos valores da banda K (Fig. 4C e 4D). Porém, a
linhagem FMS CR1101 apresentou 0os maiores valores no ultimo dia de supresséo
hidrica (Fig. 4D). Ap0s a reidratagéo, as bandas L e K diminuiram gradativamente
sugerindo a ocorréncia de recuperacao dos danos causados ao CEO e a transferéncia
de energia entre as subunidades do FSIlI tanto na cultivar quanto na linhagem. Os
resultados obtidos a respeito das bandas K e L sugerem maior habilidade em manter

a atividade do CEO e a estabilidade energética para a cultivar FMS Brilhante
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comparativamente a linhagem FMS CR1101. Apesar disso, tanto a cultivar como a
linhagem apresentaram recuperacéo nos valores das bandas K e L, o que pode sugerir
a ocorréncia de mecanismos de tolerancia ao déficit hidrico bem eficientes em ambos

0S materiais.

Os dados de fluorescéncia duplamente normalizados entre O-1 (Voi) e sua
diferencga cinética s&o utilizados para distinguir a sequéncia de eventos a partir captura
de energia de excitacdo pelo FSIl até a redugcéo dos carregadores de elétrons do
intersistema (YUSUF et al., 2010) (Fig. 5A, 5B, 5E e 5F). Os dados obtidos sugerem
que em FMS CR1101 o transporte de elétrons até o intersistema foi mais prejudicado

do que em FMS Brilhante.

A normalizagdo das curvas Vo>1 (Fig. 5C e 5D) permite a avaliagédo da
sequéncia de eventos do transporte de elétrons a partir da plastoquinona reduzida
(PQH2) até os aceptores finais de elétrons do FSI (YUSUF et al., 2010). Nesta
normalizacéo, a area formada entre o eixo do tempo e a curva de fluorescéncia entre
Fi e Fp corresponde ao tamanho do pool de aceptores finais reduzidos pelo FSI
(REDILLAS et al., 2011). A diminuicdo da amplitude das curvas, observada neste
trabalho, em fungao da restricado hidrica indica um declinio no tamanho do pool de
receptores do FSI, sendo que em DH 7 a linhagem FMS CR1101 apresentou um
declinio maior do que FMS Brilhante (Fig. 5C e 5D). No entanto, durante o periodo de
reidratacado das plantas, houve um aumento no tamanho do pool de aceptores do FSI

em ambos os materiais (Fig. 5C e 5D).

A normalizagéo Vie (Fig. 6A e 6B) permite a dedugdo do comportamento do fluxo
de elétrons provenientes do intersistema até os receptores finais do FSI. Os dados de
Vip apresentaram um comportamento hiperbdlico, conforme descrito pela equagéo de
Michaelis-Menten (MICHAELIS; MENTEN, 1913). De acordo com Yusuf et al. (2010),
o inverso do tempo para atingir Vip = 0,5 € uma estimativa da taxa de redugéao global
dos receptores finais de elétrons do FSI. Os resultados obtidos no presente estudo
revelam que no periodo de maior estresse (DH 7) houve a diminui¢gdo na velocidade
de reducao do pool de aceptores finais do FSI. Esses resultados tornam-se evidentes
na analise da diferenga cinética AVir (Fig. 6C e 6D). As amplitudes das curvas AVip
sao indicadores da taxa de reducéo dos aceptores finais do FSI. Nessa analise, as
amplitudes positivas determinam uma rapida reducao do pool de aceptores finais do
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FSI. Por outro lado, amplitudes negativas determinam reducdes menos aceleradas do
pool de aceptores finais do FSI (YUSUF et al., 2010; REDILLAS et al., 2011).

Neste estudo, foi possivel notar que a supresséo hidrica diminui gradualmente a
velocidade da taxa de reducao global dos aceptores finais do FSI. Por outro lado, para
as plantas reidratadas, menor tempo para a reducédo dos aceptores finais do FSI foi
requerido. No ultimo dia de déficit hidrico, a linhagem FMS CR1101 apresentou a
menor velocidade de reducao global do pool de aceptores de elétrons do FSI. Aliado
a isso, observou-se que em FMS CR1101, a eficiéncia com que um elétron se move
a partir do intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI (Aro) permaneceu
praticamente inalterado durante todo o experimento. Em um estudo conduzido por
Redillas et al. (2011), que avaliaram a tolerancia ao déficit hidrico em plantas de arroz
transgénicos, aquelas consideradas mais tolerantes ao déficit hidrico apresentaram
as maiores amplitudes negativas na fase I-P. A diminuicdo da amplitude da fase I-P
parece ser uma resposta tipica das plantas em algumas situacdes de estresse
considerando-se o aumento da eficiencia com que um elétron é transferido até o lado
aceptor do FSI (YUSUF et al., 2010). Esses resultados sugerem que na linhagem FMS
CR1101, o fluxo de elétrons apos a PQH2 foi menos sensivel ao déficit hidrico do que

o fluxo entre a Qa e PQHo..

A andlise de Voi>1, Vir e AVip, coletivamente, ilustra os efeitos do estresse
hidrico sobre as taxas de reducéo e sobre o tamanho do pool de aceptores finais de
elétrons na regido do FSI. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a
regulacdo da reducdo dos aceptores finais do FSI é independente da regulacédo do
tamanho do pool de aceptores do FSI. Resultado semelhante foi encontrado por Yusuf
et al. (2010) em plantas transgénicas de Brassica juncea expostas ao estresse salino,
metais pesados e estresse osmotico Tais resultados podem evidenciar mecanismos
gue, de acordo com Schock et al. (2014) e Campos et al. (2014), aumentam a
atividade do FSI, como o fluxo ciclico de elétrons ao redor do FSI ou a reacédo de
Mehler. A importancia desses mecanismos esta na reducao da foto-oxidac&o por meio
do direcionamento dos elétrons para outras rotas evitando a formacéo de espécies
reativas de oxigénio a0 mesmo tempo que proporcionam a forca motriz necessaria
para a producédo de ATP (ASADA, 1999; MUNEKAGE et al., 2004; MIYAKE, 2010;
NISHIYAMA et al., 2011; ROBERTY et al., 2014; OUKARROUM et al., 2015). Além

disso, o fluxo ciclico de elétrons acidifica o limem dos tilacoides, induzindo a
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dissipacdo térmica da energia luminosa por meio do ciclo das xantofilas (JOLIOT,;
JOLIOT, 2006; ZIVCAK et al., 2013; DONG et al., 2014). Os resultados obtidos
sugerem gue esses mecanismos atuaram mais eficientemente na linhagem FMS

CR1101 comparativamente a cultivar.

Tanto a cultivar quanto a linhagem apresentaram aumento dos valores da
fluorescéncia inicial (Fo) conforme o déficit hidrico progredia. Aumentos em Fo estdo
relacionados a diminuicdo da taxa de energia capturada pelo FSIl e podem ser
atribuidos a diminuicdo do niumero de CR ativos resultante da menor transferéncia de
energia dos complexos coletores de luz do FSIlI (LHCIl) para os CR’s, uma
consequéncia da dissociacdo do complexo LHCII do nucleo do FSII ou da inativacéo
do complexo de evolucdo do oxigénio (YAMANE et al., 1997; LIN et al.,, 2009;
GHOTBI-RAVANDI et al., 2014). Os resultados obtidos para as banda K e L, sugerem
que o aumento de Fo pode ser atribuido tanto a inativacdo do CEO como também a
diminuicdo da conectividade energética entre as subunidades do FSIl. O decréscimo
em Fm acompanhado pelo aumento de Fo em DH 7 pode refletir mecanismos de
dissipacdo energética nao fotoquimicos, como o ciclo das xantofilas (GILMORE et al.,
1996; JAHNS; HOLZWARTH, 2012).

O aumento no fluxo de energia dissipada por CR, DIo/RC, observado em DH 7,
acompanhado da diminuicdo da condutancia estomatica (gs) sugere a atuacao de um
mecanismo de dissipacdo de energia em resposta a reducao da assimilagéo de COo..
Resultado semelhante foi encontrado por Martinazzo et al. (2011), ao avaliar a
atividade fotossintética em péssegos hibridos (Prunusdulcis Mill. X Prunuspersica L.
Bastsch) submetidos ao déficit hidrico e alagamento. Esses autores argumentaram
que a diminuicdo do fluxo de energia na cadeia transportadora de elétrons em
resposta a menor disponibilidade de CO2 para as reac¢des bioquimicas da fotossintese

€ um mecanismo que regula o estresse oxidativo e previne a fotoinibi¢ao cronica.

Além disso, o aumento de Fo, juntamente com o decréscimo de Fwm, causou a
diminuicdo de @ro (Fv/Fm) durante o DH 7 nos dois materiais avaliados. A diminuigéo
de @ro durante uma condicéo de estresse € considerado como indicador de danos no
FSII (BAKER; ROSENQVIST, 2004; LIN et al., 2009). No entanto, como durante o
periodo de reidratacdo houve a recuperacéo de Fo, Fum e @ro, a fotoinibicdo observada

pode ser considerada como uma adaptacédo positiva causada pela regulacdo dos
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mecanismos fotoquimicos e pelos mecanismos fotoprotetores como a dissipagéo
energética ndo fotoquimica, transicao de estado, fluxo ciclico de elétrons ao redor do
FSI ou ainda o ciclo agua-agua (MUNEKAGE et al., 2004; MIYAKE, 2010; ROCHAIX,
2011; KEREN; KRIEGER-LISZKAY, 2011; RAVEN, 2011; DUFFY et al., 2013). Tais
mecanismos previnem a super-reducdo da cadeia transportadora de elétrons da
fotossintese e diminuem a potencialidade de eventuais danos causados pelo estresse
oxidativo (CARVALHO, 2008; NISHIYAMA et al., 2011; KALAJl et al., 2011; CAMPOS
et al., 2014).

O indice de desempenho fotossintético, Plwtal, demostrou ser mais sensivel ao
déficit hidrico do que o @ro. A baixa sensibilidade do @ro ao déficit hidrico &
documentado em alguns trabalhos (Van HEERDEN et al., 2007; GHOTBI-RAVANDI
et al., 2014; JEDMOWSKI et al., 2014). A baixa sensibilidade do @ro ao déficit hidrico
ocorre por que o célculo deste parametro considera apenas o0s valores de
fluorescéncia respectivos a Fo e Fm. Por outro lado, Pl € um parametro que
responde a cinética da fluorescéncia entre os dois extremos Fo e Fm. Assim, seu
calculo considera todas as etapas da fluorescéncia transiente O-J-1-P (Van HEERDEN
et al., 2007). Deste modo, a diminuigdo de @ro é esperado apenas em situacoes de
estresse hidrico severo, conforme pbéde ser observado no DH 7 em ambos os
materiais estudados. Por outro lado, os valores de Pl apresentaram reducao
significativa jA no DH 4.

O parametro Plwta € um indicador da vitalidade da planta e segundo Yusuf et al.
(2010), é considerado o parametro do Teste JIP mais sensivel ao déficit hidrico, pois
incorpora em seu calculo parametros relacionados com a conservacao de energia de
fétons absorvidos pelo FSIl (ABS), captura da energia de excita¢do (TR) e conversdo
da energia de excitacdo para o transporte de elétrons para o intersistema (ET) e a
reducéo dos aceptores finais do FSI (RE). No presente estudo, Pliotal foi utilizado como

o parametro fisioldgico definitivo da tolerancia das plantas de crambe ao déficit hidrico.

Apesar de a cultivar FMS Brilhante ter apresentado a melhor estabilidade e
conectividade energética do FSIl, a linhagem FMS CR1101 apresentou uma
recuperacdo nos valores de Plwtal em relagcdo ao seu controle ja no primeiro dia de
reidratagéo (Fig. 7L). Os dados relacionados com a atividade fotoquimica do FSI (AVp,

Aro, Pro € YE0) Sugerem que a recuperacado mais acelerada dos valores de Plwta em
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FMS CR1101, durante a reidratagéo, foi atribuida a melhor atividade fotoquimica do
FSI durante o déficit hidrico na linhagem. Dessa forma, apesar das plantas da cultivar
FMS Brilhante terem apresentado maior crescimento radicular e melhor atividade
fotoquimica ao redor do FSII, o incremento da atividade fotoquimica do FSI durante o
déficit hidrico sugere menor sensibilidade das reagbes da etapa fotoquimica da
fotossintese na linhagem FMS CR1101.

6 — CONCLUSOES

1 - Os materiais genéticos avaliados apresentam tolerancia ao déficit hidrico e
recuperam-se com a reidratacado. No entanto, ambos apresentam respostas distintas
ao déficit hidrico.

2 - A cultivar FMS Brilhante apresenta uma melhor manutencdo do status
hidrico foliar, maior acumulo de matéria seca na raiz e melhor estabilidade e
funcionalidade do FSIlI durante o déficit hidrico.

3 - O aumento da atividade fotoquimica ao redor do FSI, observada na linhagem
FMS CR1101, confere a esta tolerancia ao déficit hidrico.
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