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Avaliacdo da tolerancia ao calor de diferentes acessos de Jatropha

curcas L.

RESUMO

Jatropha curcas L. é uma espécie de planta cuja semente produz um dleo
relativamente simples de ser convertido em biocombustivel. Com o objetivo de
avaliar a tolerancia as altas temperaturas em nove acessos de pinhdo manso
cultivados em vasos plasticos na area experimental da Universidade Federal do
Espirito Santo, Brasil, foram analisados, durante os meses de fevereiro e junho de
2015, o indice de clorofila e a cinética de inducdo da fluorescéncia da clorofila a. Os
resultados obtidos revelaram que, em fevereiro (més com temperaturas maximas
diarias em torno de 35°C), seis acessos obtiveram os maiores indices de clorofila,
enquanto que os outros trés acessos apresentaram indices menores. As curvas
OJIP da fluorescéncia transiente da clorofila a, apresentaram diferencas marcantes
e observou-se pelo Teste JIP que trés dos acessos mostraram ineficiéncia na
capacidade de reoxidagcédo da Quinona A reduzida, dois acessos apresentaram uma
reducdo progressiva do acumulo de plastoguinona; e um acesso apresentou danos
no Fotossistema |, com deficiéncia na redugdao do “pool” de Plastoquinonas e da
Plastocianina nas membranas do tilacéide e da clorofila a P+o", durante o verdo. Em
julho (més com as maiores alternancias de temperatura dia/noite - 30/19°C), um
acesso apresentou inativacdo dos complexos de evolucdo do oxigénio, dois
apresentaram desconectividade entre as unidades do Fotossistema Il; e trés
apresentaram danos no lado doador do Fotossistema Il, ao nivel do pool de
plastoquinona. Dentre os nove acessos avaliados, somente um nao apresentou
inativacdo em um ou mais passos da curva OJIP da fluorescéncia transiente da
clorofila a durante os periodos analisados. A analise do componente principal
aplicada aos dados do teste JIP revelou a formacdo de dois grandes grupos
representando a época de coleta dos dados e indicaram que as alteracbes para
distinguir o comportamento dessas plantas em fevereiro e junho ocorrem desde as
reagles iniciais no Fotossistema Il até o final do transporte de elétrons da fase
fotoquimica, quando os aceptores finais de elétrons do Fotossistema | sé&o

reduzidos. A normalizacdo dos dados obtidos pelo no Teste JIP revelou o indice de



desempenho do FSIlI (Plags) como a principal caracteristica alterada em ambos os
meses e, principalmente, o parametro indicado para identificar os niveis de
tolerancia as altas temperaturas conjugadas a outros estresses ambientais nos
periodos analisados. Esse parametro € uma expressdo multiparamétrica que
combina algumas respostas parciais do aparato fotossintético, pois combina as trés
propriedades principais que determinam a atividade potencial do Fotossistema II: a
densidade de centros de reacao ativos, a eficiéncia das reag¢des fotoquimicas e a
capacidade para transferir os elétron excitados apds a reducdo da Quinona A.
Assim, foi possivel separar os nove acessos de pinhdo manso em relacdo as
condicBes de alta temperatura: NEF10,19,21 > NEF13,15,16 < NEF12,14,17.

Levando-se em conta o que foi observado, os acessos aqui estudados mostraram
divergéncias nos mecanismos de tolerancia ao estresse associados a capacidade de
manter o equilibrio no processo fotoquimico acoplado com as variacdes diarias. Ao
mesmo tempo, sugerem diferencas fisioldgicas no aparato fotossintético em uma

mesma espécie e que necessitam de novas investigacoes.

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

estresse abiotico, PCA, etapa fotoquimica, Teste JIP, biocombustivel.



Evaluation of the heat tolerance on different access of Jatropha

curcas L.

ABSTRACT

Jatropha curcas L. is a plant species whose seed produces a relatively simple oil to
be converted into biofuel. The tolerance to high temperatures was analyzed in nine
physic nut accessions grown in plastic pots in the experimental area of the Espirito
Santo University, Brazil. The chlorophyll content and chlorophyll a fluorescence
induction kinetics were analyzed during the months of February and June/2015. It
was observed in February (month with daily maximum temperatures around 35 °C),
six of nine accessions had the highest chlorophyll levels. The OJIP curves of
transient fluorescence of chlorophyll a demonstrated that three accessions had a
inefficiency in the reoxidation capacity of quinone A reduced, and two accessions
showed a progressive reduction of plastoquinone accumulated; and one access
presented damage in photosystem 1, with incapacities in reducing the "pool" of
plastoquinone and plastocyanin in thylakoid membranes and P.q" chlorophyll a
during the summer. In July, month with the highest changes on day/night
temperature (30 / 19 °C), one access presented inativation of the oxygen evolution
complex, two presented disconnection between the units of photosystem II; and three
presented damage in the photosystem II, donor side, at the plastoquinone pool.
Among the nine accessions, only one showed no inactivation of one or more steps of
the transient curve OJIP chlorophyll fluorescence during the periods analyzed. The
principal component analysis applied to JIP Test data showed the formation of two
groups representing the data collection period indicating the changes to distinguish
the behavior of these plants in February and June have occurred since the initial
reactions in Photosystem Il to the end of the electron transport of photochemical
stage when the final electron acceptors of photosystem | is reduced. The
normalization of the data obtained by the JIP test showed the performance index of
PSIl (PIABS) as the main parameter to identify the tolerance levels to the high
temperature combined to other environmental stresses. This parameter is a
multiparameter expression that combines some partial responses of the

photosynthetic apparatus, including the three key properties that determine the



potential activity of Photosystem Il: the density of active reaction centers, the
efficiency of photochemical reactions and the ability to transfer the electron excited
after reducing the Quinone A. Thus, it was possible to classify the nine physic nut
accessions in relation to the tolerance for high temperature conditions:
NEF10,19,21> NEF13,15,16 <NEF12,14,17.

Considering the results presented it was possible to verify that the access analysed
have differences in the mechanisms to deal with stress associated with the ability to
maintain the photochemical process balance combined with daily temperature
variations. At the same time, we agree that is needed further investigation of the

physiological differences in the photosynthetic apparatus of Jatropha curcas.

Keywords: Physic nut, chlorophyll a fluorescence, heat stress, abiotic stress, PCA,

photochemical step, JIP Test, biofuel.
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1. INTRODUCAO
1.1 DO PETROLEO A DEMANDA POR BIOCOMBUSTIVEIS

As primeiras industrias de refinamento do petroleo iniciaram suas atividades em
meados do século XIX, aproximadamente 1850, desde entdo varios produtos
surgiram como derivados e passaram a fazer parte do cotidiano das pessoas em
todo o mundo. Dentre esses derivados podemos destacar plasticos, lubrificantes,
pesticidas, fertilizantes, produtos de limpeza, cosméticos, asfalto e, principalmente,
0s combustiveis, tais como a gasolina, o 6leo diesel, o0 GLP (gas liquefeito do
petrdleo) e 0 querosene que passaram a ser amplamente utilizados em industrias e

automaoveis.

Assim, o comércio do petréleo cresceu e se consolidou no decorrer de varias
décadas, até que nos anos de 1970 surgiu a noticia de que este recurso ndo €
renovavel e, portanto, devido a grande demanda, pode se esgotar em pouco tempo.
Essa noticia desencadeou a chamada “grande crise do petréleo”, fazendo com que o
preco dos combustiveis derivados dessa fonte sofresse flutuacdes, tornando-se

inconstante e desfavorecendo a comercializacéo.

Unindo ao fato do eminente esgotamento do petréleo, pesquisadores e grupos
ambientalistas passaram a exercer pressdo sobre varios setores politico-sociais
devido a poluicdo gerada pelo uso indiscriminado dos combustiveis ndo renovaveis,
principalmente sobre a emissdo de gases que favorecem o efeito estufa e a
desintegracdo da camada de ozbnio. Por isso, varios paises comecaram a financiar
projetos para a descoberta de fontes renovaveis de energia, os chamados
biocombustiveis, provenientes de gorduras, 6leos e outros produtos animais e

vegetais.

Em consonancia, no Brasil em 2004 foi criado o Programa Nacional de Producéo e
Uso de Biodiesel (PNPB), que incentiva, normaliza e legaliza o uso de
biocombustiveis misturados aos combustiveis tradicionais, tendo como meta o

aumento gradativo da quantidade de combustivel renovavel ao longo dos anos.

A obrigatoriedade de 5% de biodiesel no diesel de petrdleo legalizada em 2010

aumentou para 7% em 2014 e, no ano de 2015, foi concedida a permissao de adicéo
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de 20% a 30% de biocombustiveis a alguns consumidores para uso, por exemplo,

em maquinas agricolas.

Atualmente, o Brasil € o segundo maior produtor e consumidor mundial de
biocombustiveis, ficando atrds apenas dos EUA. O pais tem investido em
tecnologias e incentivando a producgdo da matéria prima em cooperativas familiares,
0 que favorece a agricultura familiar. At¢é o momento, porém, a principal matéria
prima do biodiesel brasileiro é o 6leo de soja, proveniente das regifes centro-oeste e
sul, onde estdo concentrados os maiores produtores. Contudo, um desafio que se
espera alcancar € o aumento do cultivo de plantas oleaginosas ndo alimenticias em

terras marginais inapropriadas para a agricultura.

1.2 O PINHAO MANSO: POTENCIAL PARA A PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEL

As pesquisas na area agricola, dentro do PNPB, tém como objetivo domesticar
espécies oleaginosas promissoras a fim de aumentar a producdo de Oleo por

hectare, utilizando técnicas de selecdo e melhoramento genético (SANTOS, 2008).

Das espécies conhecidas, produtoras de biocombustiveis, tais como o girassol, a
mamona, a soja e o dendé, o pinhdo manso (Jatropha curcas L.) destaca-se por
produzir um 6leo de simples conversédo a biodiesel, a partir de produtos quimicos ou
por reacOes bioldgicas de transesterificacdo. Seu 6leo bruto atende aos padrbées de
qualidade para uso dos combustiveis no Brasil, EUA e Europa (BHERING et al.,
2013).

O pinhdo manso é uma espécie da familia Euphorbiaceae, originaria do continente
Americano, cujo cultivo vem sendo disseminado em diversas regides do globo,
predominantemente em regibes tropicais (ANDRADE, 2007). E um arbusto de
crescimento rapido, caducifdlio, que pode atingir mais de 5 m de altura (Figura 1A).
Possui floragdo mondica, ou seja, suas inflorescéncias possuem flores masculinas e
femininas (Figura 1B), e ocasionalmente flores hermafroditas também podem ser
observadas. As flores sdo pediceladas, e dispostas em circulos concéntricos, com
uma unica flor feminina em posicéo central, circundada pelas masculinas (LUCENA
et al., 2014). Os frutos sdo do tipo capsula ovéide, com 1,5 a 3,0 cm de diametro,
trilocular, contendo uma semente por l6culo (Figuras 1C e 1D). As sementes medem
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de 1,5 a 2,0 cm de comprimento e 1,0 a 1,3 cm de largura, representando entre 53%
a 79% do peso do fruto e apresentam teor de 6leo variando entre 33% e 38 % (DIAS
et al., 2007).

Esta espécie desenvolve-se sob condi¢des climaticas diversas, sendo favorecida em
regides tropicais onde a precipitagdo anual esteja acima de 944 mm/ano (FINI et al.,
2013) e a temperatura entre 18°C e 28,5°C (DALLACORT et al., 2010). Sua adocéo
como uma cultura potencial para atender ao PNPB, deve-se, principalmente, ao
potencial de rendimento de 6leo, por ser uma espécie nao alimentar e seu manejo

ser compativel com o perfil da agricultura familiar (LAVIOLA et al., 2011).

Figura 1. Plantas de Jatropha curcas L. cultivadas no campo experimental do
Instituto Federal do Espirito Santo, campus Santa Teresa. A — Vista geral da planta;
B — Inflorescéncia; C — Frutos verdes e amarelos; D — Frutos marrons, secos. Fonte:
arquivo pessoal.
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Devido a rusticidade, adaptabilidade a varios ambientes e a qualidade do 6leo, esta
planta, além de ter potencial como fonte de biodiesel, também pode ser empregada
na recuperacdo de areas degradadas (ANDRADE, 2007). Porém, os gendtipos
utilizados nos plantios sdo geneticamente desconhecidos, n&o existindo ainda
cultivares melhoradas, sobre as quais se tenha informagdes e garantias do potencial
de producédo nas diversas regifes produtoras (LAVIOLA et al., 2011). Caracteres
morfolégicos (como, por exemplo, altura da planta desenvolvida, nUumero de ramos
totais, peso da semente, didmetro do caule, projecdo da copa), teores de Oleo e
outros componentes quimicos variam consideravelmente entre acessos de
diferentes procedéncias (DRUMOND et. al., 2010). A variabilidade desses
constituintes € muito importante para as pesquisas de melhoramento vegetal

direcionadas para a exploracdo econémica da espécie.

1.3 ESTRESSE POR ALTAS TEMPERATURAS

Em regides tropicais, as altas temperaturas, sejam transitorias ou constantes, podem
influenciar o desenvolvimento das plantas devido aos efeitos deletérios em
processos vitais (SIMOES-ARAUJO et al., 2003), causando mudancas fisiologicas,
bioquimicas e moleculares que afetam negativamente a fotossintese, o crescimento

e a produtividade.

O estresse térmico, por excesso de calor, ocorre quando a temperatura atinge um
valor acima do ponto 6timo suportado durante um periodo de tempo suficiente para
causar danos irreversiveis a planta. Portanto, o estresse térmico depende da
intensidade, da duracdo e da taxa de incremento da temperatura, e os efeitos

também variam de acordo com os periodos do dia (MARTINEZ et al., 2015).

Um dos principais processos fisiologicos afetados pelo estresse por altas
temperaturas € a fotossintese, devido a instabilidade térmica da enzima ribulose -
1,5 - bisfosfato carboxilase/oxigenase (RuBisCO) ativase (SHARMA et. al., 2014) e
pela inibicdo do transporte de elétrons no fotossistema Il (FSII) (MATHUR et al.
2011). O mecanismo de reparacdo de FSII é danificado devido a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que resulta na reducdo da fixacdo de
carbono (SHARMA et al., 2012).
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A tolerdncia de plantas a condi¢cbes estressantes pode ser atribuida ao grau de
adaptacao dessas plantas as condi¢cdes ambientais dos locais de cultivo. Cultivares
e acessos introduzidos em determinada regido, muitas vezes nao se adaptam as
novas condi¢Bes ambientais e podem tornar-se mais sensiveis a fatores abiéticos no
novo ambiente do que uma planta, da mesma espécie, nativa daguele meio. Porém,
cultivares desenvolvidas para determinado ambiente, além de atributos que sé&o
importantes para a adaptacao, apresentam melhora no metabolismo primario (por
exemplo, fotossintese) através da recombinacdo e selecdo de genes para eliminar
os alelos que provocam a ma adaptacao (HWA E YANG, 2008).

Embora os genes para o metabolismo primario devam ser geralmente benéficos na
maioria dos ambientes, 0s genes para adaptacéo local ndo sédo. A fenotipagem em
larga escala para a tolerancia ao estresse é complicada por envolver cultivares e
acessos com crescimento em diferentes regimes, ou seja, plantas que néo estao
adaptadas ao ambiente no qual sdo introduzidas podem ter um bom funcionamento
do metabolismo primario (SHARMA et al., 2012).

1.4 A FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Em organismos que realizam a fotossintese, a energia luminosa é absorvida pelos
complexos coletores de luz, chamados de complexos antena, que formam uma
complexa rede de pigmentos incorporados a proteinas (fotossistema). Dentro do
fotossistema Il (FSII), a energia de excitacdo do complexo antena é eficientemente
transferido de um centro de reacao ativo (CR; ou seja, com quinona A (Qa) oxidada),
onde tem inicio a fase fotoquimica, levando a hidrolise da agua, e redugédo de
plastoquinonas (PQ-pool). Uma pequena parte da energia de excitacdo desse
sistema é dissipada na forma de fluorescéncia e calor (STIRBET, 2014).

Todos os componentes a cadeia de elétrons fotossintéticos (Figura 2), e
particularmente os fotossistemas Il (FSII), sdo muito sensiveis aos estresses bibticos
e abioticos, e sofrem continuas mudangas estruturais e conformacionais, para
manter a sua fungdo em patamares 0timos em um ambiente em constante alteragéo
(ZHANG et al., 2010; YUSUF et. al, 2010).
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Por isso, a fluorescéncia transiente da clorofila a é considerada uma ferramenta
rapida e ndo destrutiva na deteccdo e quantificacdo de danos no aparelho
fotossintético. Essa técnica estd, principalmente, relacionada as funcdes e atividades
dos fotossistemas, frequentemente alteradas em condi¢coes de estresse ambiental
(MATHUR et al., 2013).

Carbon fixing -~
reactions

ADP + Pi - ATP
NADP+-/ S

hy

Stroma

\Fe, )

Cytpy
cm,,x
PQ- | |
pool Cyty,
) | |
% i
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Ve \ & ‘i}’a

HY) 53 cytf Fe €y, = 50-100 rpm
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|
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Figura 2. Modelo esquematico da cadeia de transporte de elétrons. Abreviaturas:
PSII, fotossistema Il; YZ, tirosina Z; P680, molécula de clorofila do centro de reacao
do fotossistema Il; Phe, feofitina; QA, quinona A; QB, quinona B; PQH2,
plastoquinol; PQ, plastoquinona; Cyt b6f, complexo de citocromo composto por
unidades B6 e ferro; PSI, fotossistema I; PC, plastocianina; P700, molécula de
clorofila no centro de reacdo do fotossistema I; A0, molécula de clorofila; Al,
molécula de filoquinona; FX, FB, FA, proteinas sulfurosas e metais ferrosos; Fd,
ferredoxina (TOTH, 2006).

Véarias pesquisas demonstraram a capacidade deste método para detectar
alteracdes na etapa fotoquimica decorrentes de fatores genéticos ou ambientais
como, por exemplo, mutacdes e status nutricional (KALAJI et al, 2014), estresse
luminoso (KALAJI et al.,, 2012), influéncias quimicas (XIANG et al, 2013), calor
(CHEN et al., 2016), frio (PERBONI et al., 2015), seca (OUKARROUM et al, 2009)
metal pesado ou estresse salino (DEMETRIOU et al.,, 2007; LI E ZHANG, 2015).
Galazzi (2011) encontrou diferencas marcantes nas taxas de crescimento, indice de

clorofila, assimilacdo de CO2, eficiéncia e rendimento quantico da etapa fotoquimica
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e eficiéncia do uso da agua entre as plantas de Jatropha curcas L. cultivadas no

litoral e no interior do estado do Espirito Santo, Brasil.

O aumento tipico da curva de fluorescéncia transiente da clorofila a (Figura 3)
mostra uma sequéncia de fases a partir do ponto inicial (Fluorescéncia Inicial = FO)
até o maximo (Fluorescéncia Maxima = FM), que conhecidos como Passo O [ocorre
aos 20 ms e considerado como quando todos os centros de reacdo (CR) estéao
abertos], Passo J (~ 2 ms), Passo | (~ 30 ms) e Passo P (igual a FM, considerado
guando todos os CR estao fechados) (STRASSER E STRASSER, 1995).

Além destes passos, outros também aparecem em certas condi¢cdes, como € 0 caso
do Passo L (que reflete a conectividade energética das unidades do FSIl), o Passo K
(que esta relacionado a desativacdo do complexo de evolucdo do oxigénio - CEO),
Passo G, relacionado a reducdo do pool de plastoquinona (PQ) (STRASSER E
STRASSER, 1995, STRASSER et al., 2004; MORALES-FLORES et al.; 2013).

As alteracbes na forma da curva de fluorescéncia OJIP em diferentes situacdes
ambientais sdo altamente dependentes das condi¢cbes fisioldégicas. Assim, para
analisar a curva OJIP foi desenvolvido o teste JIP que traduz as mudancas dessas
curvas em parametros que permitem analise quantitativa da estrutura e da
conformacdo do aparato fotossintético (STRASSER et al, 2004, STIRBET E
GOVINDJEE, 2011). Por fornecer excelentes informacdes da “vitalidade” das plantas
in vivo, o Teste JIP tem sido muito usado para validar os efeitos dos estresses
ambientais no processo fotossintético (CHEN et al 2016, e os demais citados neste

item).

Com base nessas informacdes, este trabalho foi baseado na hipotese de que
diferentes acessos de pinhdo manso podem apresentar diferentes mecanismos de
tolerancia a variacado de temperatura. Para sua comprovacao foram utilizados nove
acessos de Jatropha curcas L. cultivados sob alta temperatura e usando a cinética
da inducéo da fluorescéncia da clorofila a como ferramenta para avaliar possiveis 0s
danos no aparelho fotossintético. Aléem disso, também foi testado se os dados de
fluorescéncia da clorofila a podem ser utilizados para distinguir os nove acessos de

pinhdo manso, por meio da analise de componentes principais (PCA).
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Figura 3. Exemplo de curvas de fluorescéncia transiente da clorofila a mostrando
uma sequéncia de fases a partir do ponto inicial (Fo) até o ponto méaximo (Fp). Passo
0O, 20 ms. Passo J, ~ 2 ms. Passo I, ~ 30 ms. Passo P, ~300 ms. Fonte: arquivo
pessoal.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar a tolerancia a altas temperaturas em nove acessos de pinhdo manso

usando como ferramenta a fluorescéncia transiente da clorofila a.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os diferentes paradmetros da fluorescéncia transiente da clorofila a em

nove acessos de pinhdo manso cultivados nas mesmas condi¢cdes ambientais;

¢ I|dentificar as alteracdes provocadas pela temperatura ambiental no desempenho

fotoquimico de nove acessos de Jatropha curcas L. por meio do Teste JIP;

e Testar a heterogeneidade dos parametros da fluorescéncia transiente da clorofila
a em nove acessos de pinhdo manso cultivados nas mesmas condicbes

ambientais usando analise de componentes principais;

¢ I|dentificar os acessos mais tolerantes aos efeitos da temperatura em condicdes

ambientais.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E CONDICOES DE CULTIVO

Clones de dezessete acessos de Jatropha curcas L. (Tabela 1) foram obtidos por
meio de estaquia em dez/2014, a partir de matrizes dos campos experimentais do
Instituto Federal do Espirito Santo, campi Itapina (coordenadas geograficas: 19° 32’
22" de latitude Sul; 40° 37’ 50” de longitude Oeste) e Santa Teresa (coordenadas
geograficas: 19°47°57.8492” de latitude Sul; 40°40’ 24.6768” de longitude Oeste).
Cada acesso recebeu a sigla do Nucleo de Estudos da Fotossintese (NEF) seguido

de um namero para facilitar a identificacdo durante o experimento.

Tabela 1. Identificacdo dos acessos utilizados neste trabalho e local de origem das

estacas obtidas de plantas matrizes.

NEFO6 CAPTSA 1501
NEFO7 CAPTSA C2/10

NEFO8
NEF09
NEF10
NEF11
NEF12
NEF13
NEF14
NEF15
NEF16
NEF17
NEF18
NEF19
NEF20
NEF21
NEF22

As estacas foram plantadas em vasos com capacidade de 12L (Figura 4), com
substrato constituido de terra e areia (2:1), na area experimental da Universidade
Federal do Espirito Santo, campus Goiabeiras, situado no municipio de Vitéria-ES

(Lat. 20°16'S, Lon. 40°18'W).

Acesso

JANAUBA
IFT 07
IFT 06
IFT 05
IFT 01
IFT 02
IFT 03
IFT 04
INC 01
INC 02
INC 03

JFT
NOV /01
PRT
RPB

Origem
IFES-STeresa
IFES-STeresa
IFES-STeresa

IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
IFES-Itapina
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A disponibilidade de umidade foi obtida por meio de irrigacdo automatica, duas
vezes ao dia (as 5h30min da manha e as 18h00min da tarde), com uma vaséo de
agua de 04 mm?® min™ durante 4 minutos, tempo suficiente para atingir a capacidade
de campo dos vasos. Nos dois primeiros meses, para suprir a demanda nutricional

das plantas, foram fornecidos 50 mL de solucdo nutritiva de Hoagland e Arnon

(1950) %2 forca ibnica, em intervalo de 15 dias.

Figura 4. (A) Vista geral da disposicdo das plantas de pinhdo manso (Jatropha
curcas L.) cultivadas na Area Experimental do Setor de Botanica, campus
Goiabeiras, da Universidade Federal do Espirito Santo, em Vitéria, ES. (B) Vaso com
planta de pinhdo manso mostrando o bico de irrigagéo.

O volume e a frequéncia de irrigagdo ndo variaram entre 0S meses em que
ocorreram as coletas de dados, fevereiro e junho de 2015. Os vasos permaneceram

a céu aberto durante todo o experimento.

Os dados da temperatura ambiente (Figura 5) foram obtidos diretamente do Instituto
Nacional de Meteorologia (INMET) e do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
técnica e Extensado rural (INCAPER; Setor de Meteorologia), e correspondem aos
registros da estacdo meteorolégica OMM:83648, localizada no municipio de Vitoria-
ES (Latitude: 20,31°S; Longitude: 40,31°W; Altitude: 36.20 m), durante o periodo de

cultivo e avaliacao das plantas.
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Figura 5. Temperatura maxima (Tyax) € minima (Tuin) NOS meses de jan a junho de
2015, em Vit6ria, durante cultivo de pinhdo manso na area experimental do Setor de
Botanica da UFES, campus Goiabeiras, em Vitéria. Estacdo meteorologica
OMM:83648 (Latitude: 20,31°S; Longitude: 40,31°W; Altitude: 36.20 m). FONTE:
INMET e INCAPER.

Entre os clones dos dezessete acessos obtidos, apenas nove foram selecionados e
utilizados no experimento (NEF 10, NEF 12, NEF 13, NEF 14, NEF 15, NEF 16, NEF
17, NEF 19, NEF 21) por apresentarem bom desenvolvimento, com quantidade e
tamanho de folhas satisfatérios no periodo da primeira medi¢do. Os outros acessos
tiveram um desenvolvimento mais lento, com inicio do aparecimento de folhas,

aproximadamente, trés meses apos o plantio.

3.2 CINETICA DE EMISSAO DA FLUORESCENCIA TRANSIENTE (OJIP)

Os dados de emissao da fluorescéncia da clorofila a foram determinados entre
07h00min — 09h00min da manha, em duas folhas jovens totalmente expandidas. A
medicao foi feita apds pré-adaptacdo da regido a ser medida ao escuro, por 40min,

periodo suficiente para a oxidacdo completa do sistema fotossintético de transporte
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de elétrons, utilizando um fluorémetro portétil (Handy Pea, Hansatech Instruments
Ltd., UK). Logo apos, as folhas foram submetidas a um flash de luz saturante. Os
resultados da cinética da fluorescéncia transiente foram, posteriormente, tabulados

em uma planilha eletrénica com o software PEA Plus v1.10.

Para normalizar as curvas OJIP foram usados os passos O (Fo = 0,02ms) e P
(fluorescéncia maxima expressa por cada acesso, Fy = ~ 300ms), possibilitando
uma base de comparacédo entre as diferentes curvas. Estas curvas foram expressas
como a fluorescéncia variavel relativa [Wop = (Ft-Fo)/(Fm-Fo)]. A média geral dos

nove acessos foi utilizada como controle (= 0).

Ao calcular a diferenca cinética entre as curvas normalizadas da fluorescéncia
relativa da clorofila a [Woptatamento - Wopcontrole], €vVidenciou-se curvas acima (positivas)
e abaixo (negativas) da média geral. As curvas positivas indicaram que houve perda
(emissao) de energia sob a forma de fluorescéncia.

Para possibilitar a visualizacdo da banda-L (~ 0,15 ms), a fluorescéncia relativa
variavel foi normalizada entre os passos O e K (0,3ms) (Wok = [Fr-Fo)/[Fk-Fo]) € a
diferenca cinética foi demonstrada por meio da equacdo (AWok = [Wok(verao)-
Wok(controle)]). A banda-K (~ 0,3 ms) foi visualizada quando realizada a diferenca
cinética entre a fluorescéncia variavel nos passos O e J (2ms) (Wo; = [Fr-Fo)/[F3-Fo))
e a diferenca cinética (AWo; = [Wo;(verdo)-WOJ(inverno). Para andlise da fase |
(30ms) e P, os dados foram normalizados como [Wp=(Fr-F)/(Fp-F)]. A banda G (~
100ms) pode ser demonstrada com a equacdo AW, = [Wp(verdo)- W p(controle)]
(MORALES-FLORES et al., 2013 ; PERBONI et al., 2015).

Os transientes OJIP foram também convertidos para parametros biofisicos, com
base na Teoria de Fluxo de Energia em Biomembranas (STRASSER et al., 2004) e
selecionados para demonstrar o transporte de elétrons na etapa fotoquimica da

fotossintese conforme Yusuf et al. (2010) e Chen et al. (2016).
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Tabela 2. Descricdo dos parametros do teste JIP com base em Yusuf et al. (2010) e
Chen et al. (2016).

Parametros da fluorescéncia Descricao

Fo= Faous

FM:FP

Tfnax

Fv=Fu-Fo

V= (F5 —Fo)/(Fm —Fo)

Vi = (F = Fo)/(Fm = Fo)
¢Py = TRo/ABS = F,/Fy

(PEO :ET()/ABS

6R0 = RE()/ETO

LPEQ = ETO/TRO = 1'VJ

(PRQ = REQ/ABS

ABS/RC = (dV/dto/Vs) x (1/pPy)

DIy/RC = [dV/dty/V,] X [L/(Fo/F)]
ET()/CS() = ¢Po* LIJO*(ABS/CS)

RE(/CS, = (RE/ETo).(ETo/CSy)
RE/RC = (RE(/ET,).(ETo/RC)
dVG/dt,

dv/dt,

YRC/(1- yRC) = RC/ABS

®Do =1 — dP0 = Fo/Fy

PIABS = (RC/ABS) X (¢P0/(1-¢P0)) X

(WEo/(1-WEy))

Pliota = Plaps X (SRo/(1-0R0))

Fluorescéncia inicial (quando todos os centros de reacdes
do FSiIl estédo abertos)

Fluorescéncia maxima (quando todos os centros de
reacdes do FSIl estdo fechados)

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

Fluorescéncia variavel em relacao a fase J
Fluorescéncia variavel em relacéo a fase |

Rendimento quantico maximo fotoquimico do FSII (t=0)

Rendimento quéantico do transporte de elétrons de QA para
0s 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

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

de Qa para Qg

Rendimento quéantico de redugéo 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 reacao ativo do FSl|

Fluxo de energia dissipada por RC ativo

Fluxo de transporte de elétrons de Q, para Qg por CS

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

Fluxo de elétrons, por centro de reacao, capaz de reduzir
o0s aceptores finais de elétrons no lado aceptor do FSI
Expressa a transferéncia de energia de excitagcao entre os
RCs

Expressa a taxa de RCs fechados

Densidade de centros de reagdo ativos por absorcdo de
clorofila

Rendimento quéantico da energia dissipada

indice de desempenho do FSII

indice de desempenho total (até os aceptores finais de
elétrons do FSI)
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3.3 TEOR RELATIVO DE CLOROFILA

O teor relativo de clorofila foi estimado com o uso de um clorofilbmetro portatil
(SPAD-502, Konica Minolta Optics, Inc.) e expresso como indice SPAD. As
medic¢des foram realizadas nas mesmas folhas utilizadas na analise da fluorescéncia
da clorofila a. A cada cinco medicdes por folna uma média foi gerada, obtendo duas

meédias por planta.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os nove acessos de pinhdo manso constituiram os tratamento, que foram avaliados,
seguindo delineamento inteiramente casualizado com dez repeticdes. Cada planta

representou uma repeticéo.

Os parametros do teste JIP selecionados por PCA e os dados do indice de clorofila,
obitidos nos meses de fevereiro e junho de 2015 (verédo e inverno) foram sujeitos a
uma andlise de variancia (ANOVA) e quando o teste-F foi significativo, uma
comparacao de médias foi realizada por meio do teste de Tukey em nivel de 1% ou

5% de probabilidade com o auxilio do software Assistat, versao 7.7 beta.

3.4.1 Anélise do Componente Principal (PCA)

Com a finalidade de observar agrupamentos por similaridade dos acessos, e
selecionar aqueles mais tolerantes a alta temperatura (KALAJI et al.,, 2014) e ao
fotoperiodo, com os dados de fluorescéncia transiente foi realizada analise do
componente principal (PCA). A reducdo da quantidade de parametros do teste JIP
realizada com PCA pode ser descrita conforme a Equacéo 1, na qual as matrizes T
e P continham informacGes das amostras e variaveis (periodo de verdo e inverno),

respectivamente, e E uma matriz residual.

T
Equagéo 1 X(n.m) = T(n.h) ’ P(er) + E(n,m)
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Uma matriz de dados X, contendo 52 parametros da fluorescéncia transiente da
clorofila a, foi autoescalada pela Equacao 2, para ndo haver influéncia da ordem de
grandeza das varidveis no modelo final. Os dados foram processados no software
MATLAB 8.1.

X =

i ,auto

Equacéo 2: J

Os parametros apontados pela PCA (fluxo de absorcdo de elétrons por centro de
reacao, transferéncia de energia de excitacdo entre os centros de reacéo, taxa de
centros de reagao ‘fechados’, taxa de reducédo dos aceptores finais de elétrons do
FSI por centro de reagdo e por sessao tranversal e fluxo de transporte de elétrons
por secdo transversal excitada) indicaram que as alteragcbes para distinguir o
comportamento dessas plantas nos meses de fevereiro e junho/2015 ocorreram
desde as etapas iniciais no FSIl até o final do transporte de elétrons da fase

fotoquimica, quando os aceptores finais de elétrons do FSI sédo reduzidos.
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4. RESULTADOS

A analise do teor relativo de clorofila (unidade SPAD) revelou diferencas
significativas entre os acessos de pinhdo manso utilizados (Figura 6). Em fevereiro,
verificou-se nas plantas dos acessos NEF 12 (41,64), NEF 13 (42,04), NEF 14
(40,64), NEF 15 (41,90), NEF 17 (40,34) e NEF 19 (43,90) os maiores teores
relativos de clorofila, os menores nos acessos NEF 10 (37,34), NEF 16 (34,46) e
NEF 21 (37,10). Em junho, no inverno, ndo houve diferencas significativas entre os

acessos gquanto ao teor relativo de clorofila.

Apenas o acesso NEF 19 apresentou diferenga significativa no teor relativo de
clorofila entre os periodos de verdo (43,90 unid. SPAD) e inverno (35,24 unid.
SPAD).

15 - HVerio ®Invemo
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Aa A a A
a A A a
a a

B B

b

i Ba
25_ T T T T I T T

NEF12 NEF13 NEF14 NEF15 NEF10 NEF16 NEF17 NEF19 NEF21
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indice de Clorofila (SPAD)
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Figura 6. Teor relativo de clorofila de folhas jovens totalmente expandidas de nove
acessos de Jatropha curcas L. avaliados em fevereiro e junho/2015. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferiram estatisticamente pelo Teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade. Letra mailscula — diferengas entre os acessos durante
0 verdo. Letra mindscula — diferencas entre 0s acessos durante o inverno. Letra
italica — diferenca no mesmo acesso no verao e inverno. (n=10)
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A Figura 7 mostra uma tipica curva O-J-I-P da cinética da fluorescéncia da clorofila a
para todos os acessos, 0 que demonstra que todos estavam fotossinteticamente
ativos. Foi possivel visualizar e caracterizar as fases que correspondem aos
processos fotoquimicos de captura da energia de excitagéo e o fluxo de elétrons no
aparato fotossintético dos nove acessos de J. curcas, em fevereiro (verdo) e junho
(inverno), Figuras 7A e 7C. No verdo, observou-se que o acesso NEF 10,
apresentou curvas de emissdo de fluorescéncia transiente acima da média geral,
enquanto que NEF 17 apresentou curvas abaixo da média. No inverno, NEF 14 e
NEF 15 apresentaram curvas acima da meédia geral.

As diferencas entre as curvas normalizadas puderam ser analisadas por meio das
diferencas cinéticas observadas no verao (AWop= Wopverso — Wopcontrole) € NO iNverno
(AW op= Wopinvemo — Worcontrole) (Figuras 7B e 7D). Assim, na Figura 7B, 0s acessos
NEF12 (3,1%), NEF14 (8%) e NEF17 (5%) apresentaram diferengas positivas na
etapa O-J, o que evidencia a ineficiéncia na capacidade de reoxidacdo da Qa ; NEF
10 (3.5%) e NEF 12 (5.0%) na etapa J-1, que se refere a uma progressiva reducao
do ‘pool’ de plastoquinona; e NEF 17 (2,5%) na etapa I-P, demonstrando uma dupla
reducéo da plastocianina e da clorofila P7oo" no FSI, no veréo.

Ao calcular a diferenca cinética dos passos O-J (AWo3= Wojverso — Woaicontrole), NO
acesso NEF 17 foi encontrada banda K (6,5% mais positiva do que o controle), boa
indicacdo da inativacdo dos complexos de evolugdo do oxigénio (Figura 8A). O
mesmo calculo foi realizado para os passos O-K (AWok= Wokverao — Wokcontrole), NO
qual foi encontrada a banda L 2,6% mais positiva do que a média geral (Figura 8C),

evidenciando a desconectividade ou o desagrupamento entre as unidades do FSII.

A diferenca cinética entre os passos I-P (AWp= Wpyerso — Wipcontrole), €Videnciou a
presenca da banda G nos acessos NEF 16 e 17 (5,2% e 12,2% maior que a média
geral, respectivamente). Isto indica danos no lado receptor do FSll, ao nivel do pool

de plastoquinona, Figura 8E.



30

¢ NEF 10 W NEF 12 ANEF 13 *NEF 14 ¥ NEF 15
®NEF 16 +NEF 17 -NEF 19 -NEF 21 ¢ Controle

3500 - 0,10 1 Verao

Verio

[7%]

(=3

(=4

o
L

(u.r.)

2500 -

éncia

o

=3

=3

(=]
1

—

w

=3

(=]
1

1000 -

Intensidade da Fluoresc

w

(=3

o
L

0 T T T T 1
0,01 0,1 1 10 100 1000 0,01 0,1 1 10 100 1000

Tempo (ms) Tempo (ms)

2000 - 0,06 - 5 Inverno

C Inverno E
1800

—_—

L=

(=3

(=)
1

1400 -

1200 -

1000 1

800 A

WOPinvcrno - WOPconrrolc
'

600

AWgp

400 -

Intensidade de Fluorescéncia (u.r)

200 -

0 T T T T 1

Tempo (ms) Tempo (ms)

Figura 7. Curvas da inducéo rapida da fluorescéncia variavel relativa da clorofila a
(A e C); Diferencas cinéticas normalizadas observadas no verdo (AWop= Wopverao —
Wopcontrole) € NO inverno (AWop= Wopinverno — Worcontrole) (B € D) em nove acessos de
J. curcas. O tempo estéa representado em escala logaritmica (ms). (n=10)
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NEF 10 destacou-se por ndo apresentar bandas positivas em nenhuma etapa
durante os periodos analisados, enquanto NEF 12 comportou-se de forma
semelhante ao controle durante o verdo e no inverno observaram-se bandas

negativas para todas as etapas.

Os transientes OJIP foram também transferidos para pardmetros biofisicos
(STRASSER et al., 2004): os rendimentos quanticos; atividade especifica por centro
de reacdo (RC); fluxos fenomenolégicos por secado transversal (CS) e indices de
performance (Pl). Os valores dos parametros calculados foram normalizados pela
média obtida pelos nove acessos. O desvio do comportamento de cada acesso
comparado a média em cada periodo analisado demonstra o impacto da

temperatura sobre cada acesso (Figura 9).

Uma andlise multiparamétrica - a analise do componente principal (PCA) - foi
utilizada objetivando-se a identificagdo dos acessos mais sensiveis ao estresse
durante as variacdes ambientais no verdo (dias longos e temperaturas elevadas) e
no inverno (dias curtos e temperaturas amenas). As duas primeiras componentes
principais conseguiram explicar, respectivamente, 49,81% e 18,78%, totalizando
68,59% da variancia total dos dados, ou seja, a projecdo das amostras nestas duas

componentes representou boa parte da informacao contida nos dados (Figura 10).

Os acessos de J. Curcas sao plantas da mesma espécie coletadas em diferentes
regibes do pais, e assim podem ter expressdo génica diferente para determinadas
caracteristicas, apesar de possuirem muitas caracteristicas fisiolégicas semelhantes.
Portanto, a analise com PCA revelou, no grafico dos escores (Figura 10), a formacéao
de dois grandes grupos representando fevereiro e junho, isto €, 0s nove acessos
puderam ser separados pelas caracteristicas reveladas pelas diferentes condi¢bes

ambientais dos periodos analisados.
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Figura 8. Diferengas cinéticas da fluorescéncia variavel relativa evidenciando o
aparecimento da banda K (AWo;=(AW oytratamento))-(AWos(controle)) - A € B; banda L
(AWOK=(AWOK(tratamento))'(AWOK(controIe)) - C e D; banda G (AWIP=(AWip(tratamento))'
(AWipcontrole)) - E € F - durante as analises realizadas em plantas de nove acessos de
J. curcas no verdo e no inverno. O tempo esta representado em escala logaritmica
(ms). (n=10)
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Figura 9. Mudancgas na forma do radar dezenhado pelos valores normalizados de
parametros do Teste JIP induzidos pela temperatura ambiente durante o veréao (A) e
inverno (B) em nove acessos de J. curcas. O controle (=1.0) representa a média dos
nove acessos analisados.
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Figura 10. Scores da PCA para acessos de Jatropha curcas plotados com base nos
52 parametros do teste JIP avaliados durante os meses de fevereiro e junho/2015
pela manha. IFTO1 = NEF 12; IFT02 = NEF 13; IFTO3 = NEF 14; IFT04 = NEF 15;
IFTO6 = NEF 10; INCO1 = NEF 16; INCO2 = NEF 17; JFT = NEF 19; PRT = NEF 21.

Assim, a discriminacdo dos acessos pela variacdo de temperatura (verao e inverno)
pdde ser realizada pelos parametros do teste JIP que mais contribuiram para essa
discriminagdo (Figura 11): ABS/RC (fluxo de absorcdo de elétrons por centro de
reacao), dVG/dt, (transferéncia de energia de excitacéo entre os centros de reacao),
dVv/dt, (taxa de centros de reacdo ‘fechados’), RE(/RC (taxa de reducdo dos
aceptores finais de elétrons do FSI no tempo zero), RE,/CSy (taxa de reducdo dos
aceptores finais de elétrons do FSI por) e ETo/CSy (fluxo de transporte de elétrons

por secao transversal excitada).

Uma vez que esses parametros puderam ser utilizados para separar as épocas de
coletas de dados (Figura 12), os mesmos foram usados para demonstrar o

comportamento das plantas em cada estacdo. Uma analise de variancia (ANOVA)
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evidenciou que, no verdo, as maiores taxas de fluxo de absorcéo de elétrons por
centro de reacdo (ABS/RC) e a transferéncia de energia de excitacdo entre 0s
centros de reacdo (dVG/dty) foram obtidos pelos acessos NEF 14 e NEF 17
enquanto que nos acessos NEF 10 e NEF 21 detacam-se as menores. Estes dois
altimos acessos também obtiveram uma queda de 25% e 17% menores taxas de
centros de reacao fechados (dV/dtp), parametro no qual NEF 14 e NEF 17 atingiram
20% a mais (Tabela 2).
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Figura 11. Grafico dos loadings da PCA para acessos de Jatropha curcas plotados
com base nos 52 parametros do teste JIP avaliados durante os meses de fev e
jun/2015 (verao e inverno, respectivamente) no periodo da manha.

Observou-se que o acesso NEF 17 apresentou 0,67 (unid. relat.) na taxa de
reducdo dos aceptores finais de elétrons do FSI (REx/RC), sendo esta a maior taxa,

enquanto NEF 10 mostrou as menores taxas (0,42 unid. relat.). O acesso NEF 21



36

alcancou os maiores valores (144,03 unid. relat.), em relagdo ao mesmo parametro
(REp) e ao fluxo de transporte de elétrons (ETpy) por secdo transversal excitada
(CSp), 289,49 unid. relat. (Tabela 2).
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Figura 12. Interagdo entre paradmetros do teste JIP demonstrando a discriminagao
do periodo de coleta de dados, fevereiro e junho de 2015 (verdo e inverno,
respectivamente).

Durante o inverno, houve diferenca estatistica entre 0os acessos apenas quanto ao
fluxo de absorcao de elétrons por centro de reacdo (ABS/RC) e a taxa de centros de
reacdo fechados (dV/dty), sendo destacado o acesso INCO1, que mostrou as

maiores taxas para esses parametros (2,92 e 1,26 unid. relat., respectivamente).

Como pela PCA nao foi possivel separar os acessos entre aqueles mais ou menos
tolerantes as variagcbes ambientais dos periodos estudados, optou-se por analisar
essas plantas diretamente por meio dos parametros do teste JIP apresentados na
Figura 9. No veréo (Figura 9A) notou-se que o acesso NEF 10 foi o que apresentou
o maior indice de desempenho do FSIlI (Plags) com o valor 66,45% maior do que a
média geral controle), seguido pelos acessos NEF 19 e NEF 21, com 13,30% cada.
Considerando que este parametro € o produto de outros trés parametros @P,, WE, e

YRC/(1- yRC), ou seja, um desbalanco em um destes pode ocasionar um maior ou
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menor valor do indice. NEF 10 apresentou também valores acima da média para
estes parametros (5,3%, 5,1% e 20%, respectivamente) e @E, (9,27%). Para estes
parametros observou-se ainda que: ocorreu aumento em WE, para os acessos NEF
21 (10,8%) e NEF 16 (5,1); em ¢@Eo, NEF 21 aumentou 9,27%.

Tabela 2. Analise de variancia dos parametros do Teste JIP mais sensiveis as altas
temperaturas e ao comprimento do dia evidenciados pela analise do componente
principal.

Transferéncia de

energia de excitacdo Centros de reagédo Fluxo de Absorgdo de

elétrons por centro de

entre os centros de fechados reaco
reacdo

Veréo ** Invernons Verdo ** Inverno*  Verdo **  Inverno **
NEF 10 0,98 b 0,73 0,90d 1,09 ab 257b 2,51 ab
NEF 12 1,35 ab 0,58 1,13 abc 0,96 ab 3,07 ab 2,34 Db
NEF 13 1,34 ab 0,72 1,07 abcd 1,11 ab 3,11 ab 2,58 ab
NEF 14 154 a 0,57 1,28 a 091b 3,29 a 240Db
NEF 15 1,24 ab 0,56 1,02 cd 0,92 ab 3,01 ab 2,30b
NEF 16 1,23 ab 0,91 1,01 cd 1,26 a 3,09 ab 292a
NEF 17 161la 0,61 1,25 ab 0,97 ab 3,39a 241b
NEF 19 1,23 ab 0,71 1,04 bed 1,05 ab 2,95 ab 2,56 ab
NEF 21 1,08 b 0,68 0,89 d 1,07 ab 2,96 ab 2,57 ab

CV% 18,56 28,14 11,14 17,38 9,90 9,21

Reducéo dos aceptores
finais de elétrons do
FSI por centro de

Reducéo dos aceptores
finais de elétrons do
FSI por secéo

Fluxo de transporte de
elétrons por secéo
transversal excitada

reacao transversal excitada

Verdo ** Invernons Verdo** Invernons Verdo** Invernons
NEF 10 0,42d 0,44 278,22 ab 149,90 105,96 bc 61,80
NEF 12 0,48 cd 0,43 238,83 bcd 165,17 98,81 c 66,36

NEF 13 0,56 abc 0,53 240,76 bcd 158,23 112,45 bc 77,33
NEF 14 0,57 abc 0,47 218,27 cd 182,59 118,91 bc 72,99

NEF 15 0,59 ab 0,49 253,50 abc 169,37 128,21 ab 75,52
NEF 16 0,56 abc 0,51 271,13 ab 170,82 122,57 abc 73,21
NEF 17 0,67 a 0,48 211,03 d 161,82 112,38 bc 68,31
NEF 19 0,55 bc 0,48 253,35abc 170,92 119,07 bc 70,70
NEF 21 0,63 ab 0,50 289,49 a 160,79 144,03 a 71,42

CV% 10,37 18,67 8,94 36,35 10,73 18,56

Foi aplicado o teste de Tukey em niveis de 1% (**) e 5% (*) de probabilidade. Médias seguidas pela
mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si.
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O produto de Plags e 8Rg gera o indice de desempenho total da etapa fotoquimica da
fotossintese (Plrotal), parametro que traz informacdes a cerca de todas as etapas
da cadeia transportadora de elétrons. Além dele, ha o parametro pRy. Os acessos
gue mais se destacaram no Plrora. foram NEF 15 e NEF 10 (ambos com valores
13,5% maior que o controle), NEF 19 (10,5%) e NEF 21 (31,51%). Este ultimo
acesso também apresentou valores de @R, acima da média (15,45%). NEF 17 e
NEF 14 destacaram-se no parametro 6R, com valores 14,55% superiores (Figura
9A).

Apesar de ter exibido PlyortaL 13,5% acima da media, o acesso NEF 10 apresentou
valores para dRy e @Ry de 20,22% e 10,13% menores do que os valores de

referéncia.

Para os parametros @Dg e Tgy, 0S acessos NEF 14 (11,6%) e NEF 21 (37,65%)
tiveram destaque, respectivamente. Em complemento, o acesso NEF 10 destacou-
se devido a taxa de eficiéncia de dissipacdo de energia 15,16% menores do que a

média geral.

O acesso NEF 12 apresentou taxa de dissipacdo de energia igual a média geral,
porém as taxas de Plags (14,45%), PlroraL (33,16%) e seus componentes, WE,, @Ey,
ORo e PRy, com valores abaixo da média geral de 5,65%, 6,05%, 11,35% e 15,99%,

respectivamente.

Sob as temperaturas mais amenas do inverno, oS acessos apresentaram valores
proximos da média para todos os parametros do Teste JIP (Figura 9B), com excecao
do NEF 17 que apresentou 0s maiores valores de Plags (37,5%) e PlrotaL (41,31%).
Outro acesso que mostrou comportamento diferenciado neste periodo foi o NEF 16
com valores de Plags € Plyota. de 42,08% e 42,64% menores que a média geral,

respectivamente.
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5. DISCUSSAO

A maioria dos acessos apresentou altos valores (42,0 unid. SPAD), com excec¢ao
dos acessos NEF 10, NEF 16 e NEF 21, os quais apresentaram 34,8, 34,6 e 37,0
unid. SPAD, respectivamente. A semelhanca de Gasparini (2015), em estudo com
cinco acessos de pinhdo manso, nos quais verificou-se diferenca significativa nas
plantas do acesso NEF 6, que apresentaram o maior indice de clorofila (39,59 unid.
SPAD), e nas plantas de NEF 5 constatou-se o menor indice (31,91 unid. SPAD).

As clorofilas s@o responséaveis pela converséo da radiacdo luminosa em energia, sob
a forma de ATP e NADPH, por isso, estao intimamente relacionadas com a eficiéncia
fotossintética das plantas e, consequentemente, ao Seu crescimento e
adaptabilidade a diferentes ambientes. No metabolismo vegetal as clorofilas séo
constantemente sintetizadas e destruidas por meio de processos bioquimicos
influenciados por fatores internos e externos (QUEIROZ et al, 2012). Entretanto,
Kalaji et al. (2012) sugerem que os teores de pigmentos ndo expressam a estrutura
do aparelho fotossintético nem informam a capacidade fotoquimica das plantas. E
afirmam que a fluorescéncia da clorofila a é a forma mais confiavel e simples para
determinar a eficiéncia do transporte de elétrons e, a capacidade da atividade

fotoquimica das plantas.

A tolerancia ao calor é adquirida como mecanismo de adaptacdo nas plantas que
crescem em ambientes com altas temperaturas (LARKINDALE E VIERLING, 2008).
Isto ocorre como forma de evitar fotoinibicdo, uma vez que as plantas estdo sempre
passando por algum estresse temporario em condi¢cdes naturais por causa da luz
ambiente (luz solar) que pode induzir fotoinibicdo leve. Quando a temperatura se
desvia do ponto 6timo, o risco de fotoinibicAo aumenta, o que leva a uma possivel
associacdo dos efeitos da temperatura e do estresse luminoso (SHARMA et al.,
2012).

Segundo Berry e Bjorkman (1980), o grau de tolerancia ao calor do aparato
fotossintético de um genotipo, em termos de termoestabilidade do FSII pode estar
relacionado com o regime térmico do ambiente no qual a planta esta sendo

cultivada, ou é adaptada, e varia intraespecifica quanto interespecificamente.
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Blum (1986) observou variabilidade na taxa de fotossintese em cultivares de trigo
expostos a altas temperaturas sob condi¢cdes controladas. Porém, Sharma et al.
(2012; 2014) relatam que os efeitos do tratamento de calor podem ter sido
confundidos devido as diferentes adaptagcbes das plantas que levam a um
desempenho de crescimento diferente sob condi¢cdes especificas. Para evitar tais
problemas, esses autores fizeram uma triagem de acessos de trigo com alta
capacidade fisioldgica para lidar com o estresse por calor, reduzindo, assim, os
efeitos de diferencas genéticas devido a adaptacdo. Esta selegéo foi realizada com
base na capacidade fisiolégica do aparato fotossintético sob calor controlado em
condicBes de estresse utilizando @Py (Fv/Fyu) e outros parametros da fluorescéncia

da clorofila a.

As alteracdes na fluorescéncia podem mostrar a auséncia ou a presenca de danos
no processo fotossintético (STRASSER et al., 2000). No presente estudo, um tipico
aumento da cinética de fluorescéncia rapida da clorofila a mostrou uma sequéncia
de fases a partir do valor inicial (Fp), quando todos os centros de reacao (CR) estéo
abertos (oxidados), até o valor maximo (P = Fy), quando todos os centros de reacao
estdo fechados (reduzidos), que sédo conhecidas como passo O (~20 ms,), J (=2
ms), | (~ 30 ms) e P (= Fy, ~300ms)(CHEN et al., 2016).

Para os nove acessos de pinhdo manso cultivados sob temperatura e luz ambientes
no presente estudo, o Py (rendimento quantico maximo da etapa fotoquimica) nao
mostrou variagdo significativa no verdo, nem no inverno. Isso se explica pelo fato de
que este parametro do Teste JIP tem demonstrado ser ndo especifico (BAKER,
2008) e muitas vezes insensivel (KALAJI et al., 2014) a diferentes estresses para

muitas culturas.

Durante o verdo ficou evidente, pela analise das diferencas cinéticas, que o0s
acessos NEF 12, NEF 14 e NEF 17 apresentaram na fase O-J baixa atividade
fotoquimica, o que significa dizer que as reacdes rotativas de oxirredugdo da
quinona A nas etapas iniciais do processo fotoquimico ndo estavam ocorrendo de
forma favoravel e foram comprometidas pelas condicbes ambientais (como o
excesso de temperatura e dias longos). Resultado semelhante foi encontrado por
Chen et al. (2016) em folhas de erva-daninha resistentes a alta temperatura. Esta

fase é, em grande parte, impulsionada pelas reacdes primarias da etapa
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fotoquimica, onde os eventos de rotacdo para reducdo de QA ocorrem apenas uma

vez.

As plantas do NEF 17 e NEF 14 também se destacaram por apresentar bandas K e
L positivas, indicando, respectivamente, a inativacdo dos centros de evolugcédo de
oxigénio (CEO) e uma menor conectividade energética entre das unidades do FSII
(CHEN et al., 2016).

Os resultados mostraram que o efeito principal do estresse primario por calor reside
no CR, ndo na clorofila da antenas. Aspectos estruturais e funcionais do FSIl estdo
interligados. No estresse por calor, o0 dano a maquinaria fotossintética afeta
significativamente a cooperatividade energética entre as unidades de FSII. Esta
hipétese é suportada pelo aparecimento da banda L positiva em alta temperatura. O
aumento da banda L ocorre quando a temperatura provoca uma diminuicdo na
conectividade energética, ou seja, a diminuicdo dos resultados de conectividade e
uma baixa utilizacdo da energia de excitacdo e menor estabilidade entre as unidades
do FSIlI (STRASSER et al., 2004). A perda de conectividade também indica que a
fracdo de CRs ativos também diminuiu (SHARMA et al., 2014)

O aumento da intensidade da fluorescéncia da clorofila a observada entre os passos
| — P para os acessos NEF 16 e NEF 17 denota a dupla reducdo da plastocianina
(PC)" e de P7p" no FSI (SILVA et al., 2011), raz&do porque pode-se afirmar que,
cineticamente, a fase I-P mostra correlagdo com a atividade do FSI (CEPPI et al.,
2012). A diferenga cinética encontrada entre esses pontos evidenciou a banda G em
ambos os acessos. Estes resultados confirmam a afirmativa de Oukarroum et al.
(2009) de que tanto o estresse hidrico quanto o estresse salino podem alterar a
amplitude da fase I-P. Pode-se incluir também, com o presente trabalho, que altas
temperaturas alteram a amplitude da fase I-P e induzem o aparecimento da banda
G.

Na etapa J-l, os acessos NEF 10 e NEF 12 apresentaram aumento na intensidade
da fluorescéncia, o que indica a uma progressiva reducédo do ‘pool de PQ.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Toéth et al. (2007), em

folhas de cevada submetidas a altas temperaturas.
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Com a andlise multiparamétrica, PCA, realizada n&o foi possivel a identificacdo dos
acessos mais sensiveis ao estresse durante as variacdes ambientais tanto no verao
(dias longos e temperaturas elevadas) quanto no inverno (dias curtos e temperaturas
amenas), uma vez que estas plantas sdo da mesma espécie coletadas em
diferentes regibes e, por isso, podem possuir expressao génica diferente para
determinadas caracteristicas, mas possuem muitas caracteristicas fisioldégicas
semelhantes (LAVIOLA et al, 2011). Esse resultado difere daquele obtido por Kalaji
et al. (2014) em que eles conseguiram, por meio da mesma andlise, separar em
grupos plantas de milho e de tomate com déficit nutricional de diferentes nutrientes
(Fe, k, Mg, N, P, S, Ca).

A analise por componentes principais foi proposta por Pearson, em 1901, e
desenvolvida por Hotelling 30 anos depois (1933). Consiste em uma técnica
estatistica utilizada para reducéo da dimensionalidade dos dados, facilitando assim a
observacdo de agrupamentos de amostras por similaridade, ou seja, proximidade
entre amostras em um espaco multidimensional. Amostras proximas, no espaco das
componentes principais, tendem a ter caracteristicas parecidas (BRO E SMILDE,
2014).

A analise com PCA para as plantas de J. curcas mostrou que 0S nove acessos
puderam ser separados, pelas caracteristicas reveladas pelas diferentes
temperaturas do ver&o e do inverno. E, além disso, essa técnica também indicou os
parametros do Teste JIP mais influentes nessa separacdo. Assim, esta abordagem
reduziu o conjunto de 52 parametros medidos e evidenciou apenas 0S que
determinam as mudancas no estado fisiolégico das plantas nessas condi¢cdes
ambientais (KALAJI et al., 2014).

De modo geral, principalmente no verdo, a cinética da fluorescéncia foi muito
alterada (AV/Atg, AVG/Aty, ABS/RC, REW/RC), embora tenha afetado pouco a
eficiéncia fotossintética (¢pPo), que mais uma vez ndo mostrou-se sensivel ao
estresse submetido. Destacaram-se, com valores acima da média geral, 0s acessos
NEF 10 e NEF 17. Resultados semelhantes obtiveram Demetriou et al. (2007) ao
trabalhar com algas verdes (Scenedesmus obliquus) sob diferentes concentracdes
de sal (estresse salino). NEF 10 e NEF 21 apresentaram valores em meédia 20%

menores dentre todos 0s acessos para esses parametros. Durante o inverno houve
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diferenca estatistica entre os acessos apenas quanto ao ABS/RC e ao AV/At,, sendo
destacado o acesso INCO1 (2,92 e 1,26 unid. relat., respectivamente). Os demais

acessos mantiveram-se com valores similares ao controle.

REW/RC representa a reducdo final dos aceptores de elétrons no lado receptor FSI
por centro de reacdo. Mathur et al. (2015) observaram maior propor¢cdo de RE(/RC
em folhas de trigo crescidas sob diferentes intensidade de luz utlra violeta devido ao
seu menor numero de centros de reacdo ativos, o que corrobora com os dados
obtidos dos acessos NEF 14 e NEF 21.

Semelhantemente a Mathur et al. (2015), observou-se, em NEF 14 e NEF 17, que a
desconexao funcional dos complexos coletores de luz do FSIl e a inativacdo do
complexo de evolucdo de oxigénio, fez com que o processo linear de transporte de
elétrons (ETo/CS), fosse reduzido pelas condi¢des das duas estacdes.

Estes parametros, porém, ndo conseguiram distinguir com clareza quais
seriam 0S acessos com maior ou menor tolerancia as condi¢cdes de calor, por isso
optou-se por analisar essas plantas diretamente por meio dos parametros do teste
JIP.

NEF 10 (66,45%), NEF 19 e NEF 21 (13,30%, ambos) foram os acessos que
apresentaram os maiores indice de desempenho do FSIl (Plags). NEF 12, NEF 17 e
NEF 14 apresentaram valores abaixo da média para este parametro, mas durante o
inverno recuperaram-se. Essa diminuicdo do Plags sob altas temperatura também foi
encontrada por Jedmowski et al. (2014) em mudas de acessos Hordeum
spontaneum KOCH submetidos ao estresse por seca.

O Plags foi introduzido com um termo para expressar toda a atividade do FSIl, sendo
composto por ©Py, WE, e YRC/(1- YRC), ou seja, um desbalanco em um destes
pode ocasionar um maior ou menor valor para esse indice. Este indice foi utilizado
por Chen et al. (2016) para quantificar a sensibilidade ao calor de plantas expostas a
40°C. O Plpgs foi utilizado como um indicador de vitalidade da planta, o que permitiu
a classificacao das populacdes estudadas de erva-daninha com base em seus niveis
de tolerancia ao calor, a medida que o Plags dessas plantas declinou durante o

tratamento de estresse térmico.
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Com base no trabalho destes autores, podemos classificar os nove acessos de
pinhdo manso em relacdo as condicdes de calor (verdo) como tolerantes, aqueles
gue se encontram acima da média geral (NEF 10, NEF 19 e NEF 21); intolerantes,
aqueles abaixo da média geral (NEF 12, NEF 14 e NEF 17); e neutros, 0s que nao
diferiram da média (NEF 13, NEF 15 e NEF 16). Sob as condi¢cdes de inverno,
porém, temos a classificacdo como tolerantes os acessos NEF 12, NEF 14 e NEF
15; como intolerantes, NEF 16 e NEF 13; e neutros NEF 10, NEF 17, NEF 19 e 21.

Durante o verdo, os acessos intolerantes, além de apresentarem valores dos
componentes de Plags abaixo da média controle, ainda foram observados valores
superiores de fluxo de energia dissipada por RC ativo (DIy/RC). Estas plantas
possivelmente passaram por uma fotoinibicdo dindmica durante os periodos mais
guentes do dia anterior, mas apesar nao terem alcancado valores de Plags acima da
média, os parametros do FSI mostraram que continuavam ativos. Assim, podemos
inferir que houve fotoinibicdo dinamica, que ocorre no horario de maior radiacdo e
temperatura provocando uma reducdo na eficiéncia fotoquimica e um desvio do
excesso de energia para a dissipagao de calor. Essas ndo podem ser caracterizadas
como dano, mas sim como um mecanismo de protecao que permite a dissipacédo do

excesso de energia e a manutencao do FSI (GASPARINI, 2015).

Enquanto no inverno, 0os acessos intolerantes apresentaram fotoinibicdo crénica ao
se analisar os parametros mais sensiveis: (Fv/Fy = ©Po, Fo, Fm, Tfmax, DIo/RC, Plaps €
Pliotar (OHADA et al., 2011; SCHANSKER et al, 2014). Principalmente o acesso NEF
16, que apresentou valores abaixo da média para os parametros fluorescéncia
maxima, tempo maximo para atingir a fluorescéncia maxima e indices de
desempenho; e altos valores de fluorescéncia inicial e fluxo de energia dissipada por
RC ativo. Gasparini (2015) encontrou resultados semelhantes para plantas do
acesso NEF 01 de J. curcas.

Essas plantas demonstraram danos tanto no FSII quanto no FSI. Quanto ao FSII, a
exposicao prolongada a altas temperaturas causou fotoinibicdo cronica pela reducéo
da eficiéncia fotoquimica devido a degeneracao da proteina D1 (DOS SANTOS et
al., 2013). A recuperacdo desse processo se da por exposicdo prolongada a baixa
radiacdo e temperatura, uma vez que a auséncia de luz impossibilita a sintese de

ATP necessaria para a regeneragdo da proteina D1 (KALAJI et al., 2014). Quanto
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ao FSI, este é dificilmente danificado, pois 0s seus centros de reag¢do ativos séo
eficientemente protegidos, porém, quando s&o atingidos, a sua recuperacao €
extremamente lenta (TIKKANEN et al., 2014).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados da fluorescéncia transiente OJIP, seguida da analise com o teste JIP,
permitiu a quantificacdo de parametros fotossintéticos que deram uma ampla visdo
sobre as mudancas funcionais e estruturais ocorridas nos FSI e FSIl. Observamos
diferencas claras na resposta com relagdo as variagdbes ambientais no verdo e no

inverno.

A analise das curvas mostrou que o efeito principal do estresse por calor causou,
primeiramente, danos no centro de reacdo, ndo na clorofila da antenas. Nesse tipo

de estresse, o0 dano a maquinaria fotossintética afetou significativamente a

cooperatividade energética entre as unidades de FSII.

A analise com PCA para as plantas de J. curcas mostrou que 0S nove acessos
puderam ser separados, pelas diferentes respostas as condicdes ambientais do
verdo e do inverno. E, além disso, essa técnica também indicou os parametros do

teste JIP mais influentes nessa separacéo.

Com base nos parametros do teste JIP e, principalmente, no indice de Plags foi
possivel a classificacdo dos nove acessos de pinhdo manso em relacdo as
condicdes de calor (verdo) como tolerantes (NEF 10, NEF 19 e NEF 21); intolerantes
(NEF 12, NEF 14 e NEF 17); e neutros (NEF 13, NEF 15 e NEF 16). Sob as
condicBes de inverno, porém, observou-se um comportamento diferente nos nove
acessos, sendo classificados como tolerantes os acessos NEF 12, NEF 14 e NEF
15; como intolerantes, NEF 16 e NEF; e neutros NEF 10, NEF 17, NEF 19 e NEF 21.

Apoés a analise dos resultados deste trabalho, confirmou-se o indice de Plags, como
parametro bastante preciso na avaliacdo a tolerancia ao estresse térmico, conforme

verificado previamente por Chen et al. (2016).

Sugere-se realizacdo de novos estudos para agregar mais informacdo a cada
acesso, na tentativa de defini-los como cultivares promissoras, ou nao, a cada regiao

objetivando o alto rendimento de 6leo biocombustivel.
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