INSTITUTO FEDERAL GOIANO - CAI\/lPUS R1O VERDE DIRETORIA
DE PESQUISA E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS - AGRONOMIA

EFEITO DE IRRADIANCIAS CONTRASTANTES NAS
CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS E NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS JOVENS DE CHICHA

Autora: Vanessa Camargo Soares

Orientador: DSc. Alan Carlos Costa

Rio Verde - GO
Agosto - 2013



INSTITUTO FEDERAL GOIANO - CAI\/lPUS R1O VERDE DIRETORIA
DE PESQUISA E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS - AGRONOMIA

EFEITO DE IRRADIANCIAS CONTRASTANTES NAS
CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS E NA
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM
PLANTAS JOVENS DE CHICHA (MALVACEAE)

Autora: Vanessa Camargo Soares

Orientador: DSc. Alan Carlos Costa

Dissertacdo apresentada ao programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Agrarias — Agronomia —
Area de concentracio em Producdo Vegetal
Sustentavel no Cerrado do Instituto Federal Goiano
— Campus Rio Verde — Area de concentragio
Ciéncias Agrérias, como parte das exigéncias para
a obtencéo do titulo de MESTRE EM CIENCIAS
AGRARIAS - AGRONOMIA .

Rio Verde - GO
Agosto - 2013



INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO - CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS
AGRARIAS-GRONOMIA

EFEITO DA IRRADIANCIA NA ATIVIDADE DE ENZIMAS
ANTIOXIDANTES E NAS CARACTERISTICAS
FOTOSSINTETICAS DE PLANTAS
JOVENS DE Sterculia striata Hil & Naud.

Autora: Vanessa Camargo Soares
Orientador: Dr. Alan Carlos Costa

TITULACAO: Mestre em Ciéncias Agrarias-Agronomia - Area de
Concentracdo em Producédo Vegetal Sustentavel no Cerrado

APROVADA em 16 de agosto de 2013.

Prof. Dr. Rogério Ferreira Ribas Dra. Julien da Silva Lima
Avaliador externo Avaliadora interna
UFRBA (Bolsita DCR) IF Goiano/RV
Prof. Dr. Alan Carlos Costa Profé. Dra. Juliana de Fatima Sales
Presidente da banca Avaliadora interna

IF Goiano/RV IF Goiano/RV



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, pela vida, sabedoria, forca e pelas oportunidades.

Ao meu noivo Horacio, pela amizade, cumplicidade, amor e compreenséo.

A minha amada mae, exemplo de mée, dedicagio e sabedoria, além do seu
papel especial em minha formacdo como pessoa, mesmo que, as vezes, sem entender,
sempre esteve ao meu lado nos melhores e piores momentos.

A minha querida irm&, que sempre me incentivou e sempre esteve ao meu
lado em tudo o que escolhi, pelo amor incondicional em qualquer momento.

A toda a minha familia, pelo carinho e apoio nos momentos dificeis, em
especial, a minha querida avo Gercina, tia Jucélia e priminha Mariana.

Ao meu orientador Professor Alan Carlos Costa, exemplo de dedicacao, pela
confianca, apoio e pelos ensinamentos transmitidos.

Ao Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde e ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Agrarias — Agronomia, pela oportunidade de realizacdo do
mestrado.

A Coordenacio de Pessoal de Nivel Superior (Capes), pela concessdo de
bolsa de estudos.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPQ) e a Financiadora de Estudos e Projetos (Finep) — CTINFRA/PROINFA, pelo

financiamento deste projeto de pesquisa.



A minha Coorientadora, Professora Clarice Aparecida Megguer, e a amiga
Julien da Silva Lima, pela amizade, paciéncia, orientacdo, companheirismo, conselhos,
e, principalmente, pelos ensinamentos.

A Vanilda, secretéria do Programa de Pds-Graduac&o em Ciéncias Agrarias -
Agronomia, pela amizade, dedicacdo, competéncia e profissionalismo que sempre
empenha em seu trabalho.

A todos os amigos e companheiros do Laboratério de Ecofisiologia -
Priscila, Marilia, Fabia, Viviane, Hélio, Gabriela, Luciana, Yasmim, Jonatas, Gabriel,
Natalia, Sueisla e Rodolfo - pelos agradaveis momentos que passamos juntos, pela
disponibilidade, dedicacdo nas andlises realizadas e, principalmente, pela amizade. S&o
momentos que deixaram saudades.

Em especial, a querida Priscila, pela amizade, lealdade, convivéncia, amparo
em todos 0s momentos, principalmente nos dificeis, ajudando a superar obstaculos.

A todos os colegas e amigos de poés-graduacdo, pela amizade e
companheirismo e pelo compartilhamento de conhecimentos.

A Aline Gobbi, amiga que me acolheu com muito carinho em grande parte
do periodo da p6s-graduacdo. A Viviane Specian, que viveu comigo 0s momentos mais
doces e amargos da nossa pds-graduacao, desde o primeiro dia da etapa do processo
seletivo ao dia final de defesa da dissertagéo.



BIOGRAFIA DA AUTORA

VANESSA CAMARGO SOARES, filha de Braz Fidelis Soares (in memoriam)
e Nilva Maria Camargo, nasceu no dia 24 de dezembro de 1988, na cidade de Ipora,
Goias.

Em fevereiro de 2006, ingressou no curso de Licenciatura em Ciéncias
Biologicas na Universidade Estadual de Goids Unidade de Ipora, graduando — se em
dezembro de 2009.

Em janeiro de 2010, ingressou no curso de Especializacdo em Tecnologias
Aplicadas ao Ensino de Biologia na Universidade Federal de Goias, especializando-se
em julho de 2011.

Em agosto de 2011, iniciou o curso de Mestrado no Programa de Pds-
Graduacgdo em Ciéncias Agrarias - Agronomia, no Instituto Federal Goiano — Campus
de Rio Verde, sob a orientacdo do Professor Alan Carlos Costa.



Vi

INDICE

Péagina

INDICE DE TABELAS ......coovtiiiiiiitieiete et viii
INDICE DE FIGURAS .....oooeieeeeeteeesee ettt tsees st ssss st nensas IX
LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS ABREVIACOES E UNIDADES .........cccoevvrvurnnne. Xi
RESUMO ...ttt ettt et s et e e st e sre et e e neeeneebe e e nneeen 1
ABSTRACT ettt bbbt bbbt e bbbt be e 3
1N REET0] 51U 07X TR 5
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooveviieieeeeeteees e enesses s ten st nes s 9
OBUIETIVO ..ttt bbbt b et sb e e b bt e be et 15
CAPITULO ottt 16
N = 1S I AN SR 19
LANTRODUGAOD . ....c.oooeeeeeeeeeeee ettt ettt en et 21

2. MATERIAL E METODO ..o seeesessses s s ssses s s s 25
2.1, Material VEgETal .........ccoiiiiiiiiee e 26
2.1.1. Obtencdo das mudas € Plantio ..........ccceeceeiieeiiiie i 26

2.2. CondiGOES EXPEIMENTAIS......ccvveviirieireeie e st ae e e 26
2.2.1. Coleta de dados CHIMALICOS........coueuirieririeirieieieeeieee ettt 26
2.2.2. AMDIENtes de CrESCIMENTO .....cvevuirierieieieieiieiesieete sttt ettt st saesae e e eneseens 27

2.3. Detalhamento dos procedimentos para avaliagdo das plantas............c.cccoceevennene 29
2.3.1. AvaliaGao das trOCAS ASOSAS ...cc.eeeerverrereerrerreesresteeeessesseessesseessessessesssessessesssessessenns 29
2.3.2. Fluorescéncia da Clorofila @.......ccoveveeieieieiecsece e 29
2.3.3. Conteudo de pigmentos CloroplastidiCos .........cccvvevererierieieieieese e 31
2.3.4.AtIVIdade ENZIMALICA.......coveirieirieerieee ettt s 31

2.3.5.5uperoxido diSmULase (SOD) .....ccccecerieieieieeee et sa e ne e 32



vii

P T O - - LT (0 N ) TSRS 33
2.3.7. Ascorbato PeroXidase (APX) .......ccccererieieireseniesiesiesieeeeee et 33
2.3.8. Determinagdo de ProteiNaS........ccceeerueerieirieirieieieneeies ettt 34
2.3.9. Conteudo de Malonaldeido (MDA) .....oovoeiiieieeseeese ettt 34
2.3.10. Taxa de liberacao de eletrOlit0S .........ccvevevreiieececeeeereceee e 34
2.3.11. Analise morfoldgica € DIOMELIICA. ......ccevrueirieireieeee e 35

3. RESULTADOS ..ottt ettt e st e e s et saentenrenne e 36
3.1 DAA0S CHIMALICOS .....cvviieieciiciecie et nrenreene e 36
3.2. Caracteristicas visuais das plantas............ccccoevveieiieeireie s 36
3.3, TTOCAS GGASOSAS .....veeuveeireestiesieeateesteeeieesiee e bt e s beeesbeesaeeasbeesbeeesbeesaeeenbeesbeeeneeesnneenes 37
3.4. Fluorescéncia da clorofila a e fotoinibICAOD. .........c.coeveiiiiiiiic 38
3.5. Conteido de pigmentos CloroplastidiCos..........ccccvvieeirerieiieceee e 41
3.6. Atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
PEFOXIAASE (APX). ittt ettt e e e re e e e areere s 44
3.7. DAN0S CEIUIATES........cuvieiesii et sne e 45
3.8. Caracteristicas DIOMELIICAS ........couerverereri e 46
4. DISCUSSAOD .....ooiiiriireiieiseeesssss ittt 48
5. CONCLUSAO ..ottt 57

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......coiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, o7



viii

INDICE DE TABELAS

Pagina

Tabela 1. Razéo Fv/Fm de plantas jovens de Sterculia striata submetidas aos diferentes
niveis de irradiancia, no ambiente de crescimento avaliadas aos 74 dias do periodo de
exposi¢do as 8h00min, as 12h00min, e no dia seguinte as 8h0Omin. Os dados sdo
MEAIAS (N = 7). ettt ettt e e e st e e te e st e s te e beeseesaaesteeneeareenreaneens 39

Tabela 2. Resumo da Analise de Variancia dos dados de crescimento de plantas jovens
de Sterculia striata, sendo: Altura, numero de folhas (N° de folhas), area foliar (AF),
Comprimento de raiz e caule, nimero de entrends (ENT), massa seca de caule (MSC),
Massa SECA e rAZ (MSR)......cciiiiiiiiee s 47



INDICE DE FIGURAS

Pagina

CAPITULO |

Figura 1. Ambientes de crescimento de plantas jovens de Sterculia striata, submetidas
a diferentes irradiancias (A — 25 umol m?s™; B — 180 pmol m™?s™; C - 420 pmol m™>s™:;
D - 1500 umol M25%/1500 UMOl M-2 S-1). ....cvurvverrerereeeeerieseesiesessesse s snenees 288

Figura 2. Medidor portétil de fotossintese, modelo LCi Light Systems (ADC,
BioScientific, Herts, England), acoplado a uma fonte de luz LCI (ADC, Bioscientifc,
HENtS, ENGIANG). ... 29

Figura 3. Fluorbmetro portatii modulado, modelo MINI-PAM (Walz, Effeltrich,
Germany), equipado com uma pinga especial para suporte da folha modelo 2030-B. .. 31

Figura 4. Camara com luz fluorescente para avaliacdo da atividade de SOD............... 33

Figura 5. Plantas de Sterculia striata submetidas a condi¢des crescentes de irradiancias
no ambiente de crescimento aos 74 dias de exposicdo aos tratamentos. A) 0,84 mol m™
d™®: B) 5,4 mol m?d*; C) 12,24 mol m?d™; D) 41,06 mol m2d™. ......ocovvrvvevrrrs 37

Figura 6. A) Taxa de assimilacéo liquida de CO, (A - umol m?s™), B) Relacéo Ci/Ca e
C) Taxa transpiratéria (E - mmol m* s), D) Condutancia estomética (gs - mmol m? s°
) em plantas jovens de Sterculia striata em funcdo da Irradiancias de exposicéo.
Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula entre o periodo de exposicdo e minuscula
entre as irradiancias, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 38

Figura 7. A) Rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), B) Rendimento
quantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm’), C) Taxa relativa de transporte de elétrons
(ETR) e D) Coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) em plantas jovens de
Sterculia striata em fungéo da irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma
letra, mailscula entre o periodo de exposi¢do e mindscula entre as irradiancias, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ............cccccoevviieiiviinrnnnen. 40

Figura 8. A) Fluorescéncia basal apds adaptacdo no escuro e B) Fluorescéncia maxima
apoOs adaptacdo no escuro em plantas jovens de Sterculia striata em funcdo da
irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula entre o



periodo de exposicdo e minuscula entre as irradiancias, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a5 % de probabilidade. ............ccoooeiiiiiiie e 41

Figura 9. A) Conteudo de clorofila a, B) Clorofila b, C) Carotenoides e D)Razdo
Clorofila a/b em funcéo da irradiancias de crescimento. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados séo
MEAIAS (N = 7). ettt e st e e e e st e et e e st e s te e teeseesaeesreeneesreenreaneens 42

Figura 10. A) Contetado de clorofila total (Clt), B) Razdo carotenoides/clorofilas
(Car/Clt) e C) Indice de feofitinizacdo (IF) de plantas jovens de Sterculia striata em
funcdo da irradidncia de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados séo médias (n = 7). ....... 43

Figura 11. A) Atividade enzimatica de superoxido dismutase (SOD), B) catalase (CAT)
e C) ascorbato peroxidase (APX) em folhas de Sterculia striata submetidas a
irradidncias contrastantes no ambiente de crescimento. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados sé&o
Lo LT I ) RS SSSOSOSSN 45

Figura 12. A) Conteudo de Malonaldeido (MDA) e B) Taxa de extravasamento de
eletrolitos (TLE) em folhas de Sterculia striata submetidas a irradiancias contrastantes
no ambiente de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados s@o médias (N = 6).........cccueene... 46

Figura 13. A) Altura, B) Area foliar de plantas jovens de Sterculia striata em funcéo da
irradiancias de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados s&0 médias (N = 7).....cccceeeverevrennns 477

Figura 14. Massa seca de raiz (MSR) de plantas jovens de Sterculia striata em funcao
da irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados sdo médias (N =7).......c.ccccvevenee. 48



Xi

LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS ABREVIACOES E UNIDADES

102
A

ADP
AF
ANOVA
APX
ATP
BSA
CaCO3
Car
Car/Clt
CAT
CilCa
CL
Cla
Cla/Clb
Clb

Clt
Clt/Car
CO,
CT
DFF
DMSO
DPV

E
EDTA
ENT
ERN
EROs
ETR
Fm

Fo

FSII

Oxigénio Singleto

Taxa fotossintética (umol CO,m?s™)

Adenosina difosfato
Area foliar
Anélise de variancia
Ascorbato peroxidades
Adenosina trifosfato
Albumina de soro bovino
Carbonato de Calcio
Carotenoides
Razao caratenoide clorofila total
Catalase

Relacdo entre concentracdo interna e externa de CO,
Condutividade livre
Clorofilaa
Razéao clorofila a clorofila b
Clorofilab
Clorofilas totais
Razao Clorofila total carotenoide
Diéxido de carbono
Condutividade total
Densidade de fluxo de fotons
Dimetilsulféxido
Déficit de pressao de vapor
Taxa Transpiratoria
Acido etilenodiamino tetra-acético
Ndmero de entren6
Espécie reativa de nitrogénio
Espécie reativa de oxigénio
Taxa relativa de transporte de elétrons
Fluorescéncia maxima
Fluorescéncia minima
Fotossistema I

(cm®)

(ng cm™)

(uS/ cm)
(ug cm®)
(g om™)
(kg cm’)
(ng cm™)

(1uS/ cm)

(mmol m*?s™)

(umol m? s™)



Fv/iFm

gs
H>0,

Km?
Kpa

MDA
MSC
MSF
MSR
MST
NADPH,
NBT
NPQ

PAR
pH
PVPP
qP
RAF
RRPA
SAEG
SOD

TBA
TLE
UniRV
UR
USA
AF/Fm’

Rendimento quéntico maximo do fotossistema Il
Conduténcia estomatica

Perdxido de hidrogenio

indice de feofitinizago
Quilémetros quadrados

Quilopascal

Metros

Malondialdeido

Massa seca de caule

Massa seca de folha

Massa seca de raiz

Massa seca total
Nicotinamida-adenina-dinucledtido
Azul de nitro-tetrazélio

Coeficiente de extingdo ndo fotoquimica
Oxigénio

Radiagéo fotossinteticamente ativa
Potencial hidrogenibnico

Polivinil pirrolidona

Coeficiente de extincdo fotoquimica
Razdo éarea foliar

Razao raiz parte aérea

Sistema de Analises Estatisticas Gerais
Superoxido dismutase

Temperatura

Acido tiobarbitdrico

Taxa de liberagdo de eletrdlitos
Universidade de Rio Verde
Umidade Relativa

Estados Unidos da América
Rendimento quantico efetivo

Xii

(g planta™)
(g planta™)

(mg)
(g planta™)

(umol m™ s™)

(cm®g?)
(g planta™)
°C

(%)

(%)



RESUMO

SOARES, C. Vanessa, M.Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
Agosto de 2013. Efeito de irradidncias contrastantes nas caracteristicas
fotossintéticas e na atividade de enzimas antioxidantes em plantas jovens de
chich&. Orientador: Dsc. Alan Carlos Costa. Coorientadora: Dsc®. Clarice Aparecida

Megguer.

O Cerrado €é caracterizado por alta heterogeneidade estrutural da vegetacdo, que
proporciona gradientes luminosos distintos ao longo da paisagem. Sua vegetacdo é
comumente exposta a altas irradiancias. A intensidade de luz é um fator determinante
para a atividade fotossintética de plantas, em altas irradiancias, promove decréscimos no
rendimento quantico, acarretando fotoinibicdo. Diante disso, objetivou-se, com este
estudo, caracterizar a eficiéncia fotossintética e a atividade antioxidante de plantas
jovens de Sterculia striata St. Hill & Naud em condi¢6es contrastantes de irradiancia no
ambiente de crescimento. A caracterizacdo do efeito da irradiancia nos processos
fotossintéticos de plantas de chicha foi feita em quatro ambientes com condi¢des
constrastantes de irradiancia: A) 0,84; B) 5,4; C) 12,24 e D) 41,06 mol m? d™. Foram
feitas avaliacbes das trocas gasosas, da fluorescéncia da clorofila a, do contetudo de
pigmentos cloroplastidicos das plantas, do acimulo de matéria seca, da atividade das
enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e ascorbato peroxidase) e dos
danos as membranas celulares (conteudo de malonaldeido e taxa de extravasamento de
eletrolitos). Os resultados mostraram que plantas jovens de chicha apresentaram elevada
sensibilidade a irradiancia no ambiente de crescimento. Plantas jovens de chicha em
ambiente de crescimento com irradiancia de 41,06 mol m?d™ apresentaram as menores

taxas fotossintéticas, assim como taxa transpiratoria e condutancia estomatica, contudo,



0 aumento da razdo Ci/Ca nesta irradiancia indicou ocorréncia de danos a via
metabolica de fixagdo de carbono. Plantas crescidas em ambiente com irradidncia de
41,06 mol m? d* sofreram fotoinibicdo cronica e maior atividade de enzimas
antioxidantes, assim como maiores niveis de danos as membranas celulares, indicando
que a maior atividade de enzimas ndo foi suficiente para impedir a peroxidagdo de
lipidios e o extravasamento do conteudo celular. Os resultados mostraram que plantas
de chicha em condicéo de baixa irradiancia tiveram maior eficiéncia fotossintética, ndo
apresentando fotoinibicdo e estresse foto-oxidativo. Deste modo, plantas de chicha

apresentaram sensibilidade a elevadas irradiancias no ambiente de crescimento.

PALAVRAS-CHAVE: Sterculia striata St. Hill & Naud; fotoinibicdo; estresse foto-

oxidativo; atividade antioxidante.



ABSTRACT

SOARES, C. Vanessa, M.Sc., Instituto Federal Goiano (Federal Instituto of Goias State)
— Rio Verde Campus — Goiés State-GO, Bralzil, August, 2013. Effect of contrasting
irradiance on photosynthetic characteristics and on activity of antioxidant enzymes
in seedlings of Sterculia striata St. Hil. & Naud (chichd). Advisor: DScAg Alan
Carlos Costa. Co-Advisors: DScAg Clarice Aparecida Megguer.

The Brazilian Cerrado is characterized by high structural heterogeneity of vegetation
that provides distinct luminous gradients along the landscape. Its vegetation is
commonly exposed to high light intensities. The light intensity is a determining factor
for the photosynthetic activity of plants at high irradiances that promotes decreases in
quantum yield resulting in photoinhibition. Considering this fact, this study aimed to
characterize the photosynthetic efficiency and antioxidant activity of young plants of
Sterculia striata St. Hill & Naud (chichd) under contrasting irradiance conditions on the
growth environment. The characterization of the irradiance effect on the photosynthetic
processes of chicha plants was performed in four environments under contrastant
irradiance conditions: (a) 0.84; (b) 5.4; (c) 12.24; and (d) 41.06 mol m™ d™*. Evaluations
were made of gas exchange, chlorophyll a fluorescence, chloroplastid pigment content
of plants, dry matter accumulation, activity of antioxidant enzymes (catalase, dismutase
superoxide, and peroxidase ascorbate), and damage to cell membranes
(malondialdehyde content and rate of electrolyte leakage). Results showed that young
plants of chicha showed high sensitivity to irradiance in the growing environment.
Young plants of chicha in growing environment with irradiance from 41.06 mol m?2 d*
showed the lowest photosynthetic rates as well as transpiration rate and stomatal

conductance; however, the increase in Ci/Ca in these irradiances indicated the



occurrence of damage to the metabolic pathway of carbon fixation. Plants grown under
irradiance environment of 41.06 mol m™ d* experienced chronic photoinhibition and
increased activity of antioxidant enzymes as well as higher damage levels to cell
membranes indicating that the higher enzyme activity was not enough to prevent the
lipids peroxidation and cellular content leakage. Results of this study showed that
chichd plants under condition of low irradiance had higher photosynthetic efficiency
and did not show significant photoinhibition and photo-oxidative stress. Thus, chicha

plants showed sensitivity to high irradiance in the growth environment.

KEYWORDS: Sterculia striata St. Hill & Naud, photoinhibition, photo-oxidative

stress, antioxidant activity.



INTRODUCAO

A espécie nativa Sterculia striata St. Hil. & Naud pertence a familia
Malvaceae, € conhecida popularmente como chicha, amendoim-da-mata ou castanha-
de-macaco. Destaca-se em diversas caracteristicas por sua utilizacdo como ornamental,
na medicina popular, alimentacdo, sendo sua noz consumida crua ou torrada, na
fabricacdo de papel e potencial para producdo de biodisel (COSTA et al., 2010). A
Sterculia striata é encontrada no Cerrado desde formagGes primarias até secundarias e,
devido a seu rapido desenvolvimento, tem potencial para programas de regeneracdo de
areas degradas (LORENZI, 2000). Até o presente, nenhum estudo mais detalhado sobre
Sterculia striata parece ter sido realizado acerca da associacdo entre condigOes
contrastantes de irradincias e mecanismos de fotoprotecéo.

A heterogeneidade estrutural da vegetacdo de Cerrado proporciona gradientes
luminosos distintos ao longo da paisagem e ao longo da estrutura vertical da vegetacéo,
resultando em diferencas acentuadas no nivel de sombreamento a que uma planta pode
estar exposta ao longo do seu desenvolvimento. Desta maneira, plantas lenhosas do
cerrado possuem uma variedade de estratégias de utilizacdo de agua e luz, com efeitos
marcantes da sazonalidade no balango de carbono e no crescimento (GOODLAND E
FERRI, 1979).

A vegetacdo do Cerrado é exposta a altas irradidncias, que podem alcancar
valores de 1500 a 1700 pml ms™, com temperaturas variando de 0,84 a 40 °C, a0 meio
dia e, durante a estagédo seca, uma baixa umidade relativa do ar, podendo alcancar de 10
a 20% (FRANCO, 2004). Entre estas condi¢bes naturais em que as plantas estdo
inseridas, podem ocorrer diversos tipos de estresses ambientais que prejudicam seu
desenvolvimento (LARCHER, 2005; JUNIOR et al., 2010).



O estresse € entendido como um desvio significativo das condigdes 6timas para
a vida que induz respostas e mudancas em todos os niveis do organismo (LARCHER,
2005). Assim que ocorre 0 estresse, seu reconhecimento pelas plantas ativa mecanismos
de sinalizacdo que resultam na alteracdo da expressdo genética nas células, tendo
influéncia no metabolismo e no desenvolvimento de toda a planta (BRAY et al., 2000;
SZECHYNSKA-HEBDA e KARPINSKI, 2013). A tolerancia ao estresse consiste na
aptiddo da planta em enfrentar um ambiente desfavoravel. Caso a tolerancia aumente
como consequéncia de exposicdo anterior ao estresse, diz-se que a planta esta
aclimatada (LARCHER, 2005).

Entre os fatores determinantes para o estabelecimento de plantas estd a
irradiancia, que é um componente fundamental para a distribuicdo das espécies ao longo
do gradiente de vegetacdo, servindo como forma para organizar as espécies em grupos
sucessionais (MULLER et al., 2001; FUN et al., 2013). Quantidade excessiva de
irradiancia envolve processos fotoenergéticos (LARCHER, 2005).

Em condicdo de forte radiacdo, caracterizada por uma quantidade de energia
fotoquimica incidente, maior do que a capacidade de utilizacdo na fotossintese, ocorre o
sobrecarregamento dos processos fotossintéticos que, finalmente, resulta na baixa
utilizacdo quéntica e no rendimento assimilatorio, denominado de fotoinibicéo
(ANDERSSON et al., 1994; MULLER et al., 2001; LARCHER, 2005; SAEZ et al.,
2013). A fotodestruicdo de cloroplastos nas camadas superiores do parénquima
palicadico também é responsavel pelo declinio da capacidade fotossintética das folhas
(LARCHER, 2005).

Um dos primeiros locais afetados em situacdo de estresse ocasionado por forte
radiacdo excessiva é o centro de reacdo do fotossistema IlI, em que subunidades de
proteinas sdo rapidamente quebradas. O transporte de elétrons é interrompido e a
eficiéncia do fotossistema Il ¢ diminuida (MULLER et al., 2001; MURATA et al.,
2012). Todavia, como tentativa de protecdo, ocorre um desvio acentudado de energia
via fluorescéncia da clorofila a na forma de calor (CARBONERA et al., 2012).

A dissipagdo do excesso de energia absorvida pelo aparelho fotossintético é
essencial para evitar danos foto-oxidativos, quando o maior estado de energia €
transferido ao oxigénio molecular, convertendo-os a moléculas reativas ou radicais
toxicos (ASADA, 1999; MULLINEAUX E KARPINSKI, 2002; RIZHSKY et al.,
2003). Para manter o fluxo de elétrons através da membrana fotossintética em momento

de estresse, existem caminhos que cooperam na prote¢do do maquinario fotossintético
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contra o estresse foto-oxidativo. Entre estes caminhos, estdo incluidos o ciclo das
xantofilas, o ciclo da &gua e a fotorrespiracdo (ASADA, 1999; HEBER, 2001;
RIZHSKY et al., 2003).

Por meio do ciclo das xantofilas, o excesso de energia pode ser dissipado
(CHANG et al., 2013) pela participacdo do ascorbato e do NADPH,, sendo a
violaxantina diepoxida reduzida a zeaxantina via anteraxantina monoepoxida
(MULLER et al., 2001; CARBONERA et al., 2012). Esta conversdo de violaxantina a
zeaxantina ocorre em poucos minutos, num momento de maior radiacdo. A reconversdo
da violaxantina, em que sé&o consumidos redutores, ocorre sob fraca radiagdo ou no
escuro (CARBONERA et al., 2012).

O ciclo de agua mantém o fluxo de elétrons através do maquinario
fotossintético, mesmo quando o CO, fixado é limitado ou inibido, permitindo o
bombeamento de protons através da membrana de tilacoide e o fluxo de elétrons através
de plastoquinona (ASADA, 1999; MULLINEAUX E KARPINSKI, 2002; RIZHSKY et
al., 2003).

Outro mecanismo de protecdo pelo qual a energia pode ser desviada é o
metabolismo do glicolato, conhecido como fotorrespiragdo (LARCHER, 2005). A
fotorrespiragdo € um importante mecanismo para remogéo de elétrons em momento de
alta intensidade luminosa. A reacdo da Rubisco oxigenase com o O, libera CO; e
consome poder redutor (NADPH,) e ATP produzidos sob altos niveis de radiacdo
(LAWLOR e CORNIC, 2002).

Contudo, se a fotossintese e a fotorrespiracdo ndo forem suficientes para
utilizar a maior fracdo do poder redutor e ATP gerados na fase fotoquimica, pode ser
gerada uma acumulacao de elétrons na cadeia de transporte e, assim, os elétrons podem
ser usados para reduzir o oxigénio molecular, levando a producéo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), as quais resultam em danos fotoinibitorios e foto-oxidativos
(LIMA et al., 2002; PINHEIRO et al., 2004; KRUK e SZYMANSKA, 2012; CHANG
etal., 2013).

As EROs podem danificar as células, assim, as plantas possuem mecanismos
antioxidantes altamente eficientes de remocdo destas espécies para impedir danos
celulares severos (SLATER, 1984; GILL e TUTEJA, 2010). Como protecdo, as plantas
possuem mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos que protegem suas células dos
efeitos toxicos das EROs. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo, geralmente, moléculas

pequenas e entre estas substancias se incluem glutationa, cisteina, hidroquinonas,



manitol, vitamina C, vitamina E, flavonoides e alguns alcaloides e carotenoides
(LARSON, 1988; DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1992; GILL e TUTEJA, 2010).

Os carotenoides sdo componentes essenciais das membranas dos tilacoides,
podendo eliminar eficientemente o oxigénio singleto mediante o ciclo das xantofilas
(KNOX e DODGE, 1985; GILL e TUTEJA, 2010; CARBONERA et al., 2012). A
vitamina C (ascorbato) e a vitamina E (a-tocoferol) podem eliminar radicais hidroxila,
oxigénio singleto e superoxido. A glutationa atua como um redutor, em virtude de seu
grupo dissulfeto, para proteger grupos tiois em enzimas, bem como regenerar ascorbato
e reagir com o oxigénio singleto e radicais hidroxilas (FOYER et al., 1994; GILL e
TUTEJA, 2010).

As defesas enzimaticas incluem a atividade da catalase, da ascorbato
peroxidase, da superoxide dismutase, da monodeidroascorbato-redutase, da
deidroascorbato redutase e da glutatione redutase (FOYER et al., 1994; GILL e
TUTEJA, 2010).

Caso o sistema antioxidante ndo seja eficiente, as EROs resultam na oxidacgéo
de componentes celulares como tiois, cofatores enzimaticos, proteinas, nucleotideos e
lipideos, principalmente &cidos graxos poli-insaturados (GILLER e SIGLER, 1995;
ROMERO et al., 1998; GILL e TUTEJA, 2010). Nas varias alteracGes provocadas nas
células vegetais, as membranas celulares parecem ser primeiramente afetadas
(MONFERRAN et al., 2009). A reacdo das EROs com os &cidos graxo poli-insaturados
inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacéo lipidica ou lipoperoxidacéo,
que também pode ser avaliado e utilizado como indicador de estresse oxidativo celular
(LIMA e ABDALLA, 2001).

Deste modo, o regime luminoso influencia diretamente na dindmica da
populacdo vegetal e, além de fonte de energia para a planta, a irradiancia, assim como
sua intensidade, tem forte influéncia na fotossintese, atuando como forte estressor, e
qguando em excesso, pode gerar um efeito destrutivo (SMITH e HUSTON, 1990; ORT,
2001).

Relacionando as repostas a irradiancia e ao estagio sucessional, as espécies
que necessitam de maior irradiancia apresentam altas taxas de crescimento e altos
valores de fotossintese maxima, sendo também conhecidas como pioneiras. Por outro
lado, espécies tolerantes ao sombreamento apresentam taxas fotossintéticas mais baixas,
sendo também classificadas em espécies ndo pioneiras ou secundarias (STRAUSS-
DEBENEDETI e BAZZAZ, 1996). Deste modo, ocorrem variagdes morfo-estruturais



nas plantas presentes nos diferentes estagios sucessionais que garantem sua
sobrevivéncia em cada ambiente (SOUZA et al., 2009).

Plantas exigentes ao sombreamento tém a taxa fotossintética limitada em
ambientes de alta irradiancia, devido a incapacidade de aumentar a quantidade de
rubisco, enquanto em plantas desenvolvidas ao sol ocorre o contrério. Plantas
desenvolvidas & sombra investem mais em complexos coletores de luz, e plantas
desenvolvidas ao sol, em proteinas do ciclo de Calvin e do transporte de elétrons
(LAISK et al., 2005).

Espécies de sombra sdo mais susceptiveis a fotoinibicdo e se recuperam em
menor extensdo que as especies pioneiras ou dependentes de luz, espécies de clareiras
ou ambientes abertos (RIDDOCH et al., 1991; LOVELOCK et al., 1998; KRAUSE et
al., 2001). Essas caracteristicas influenciam diretamente na escolha das espécies em

programas de recuperacao de areas degradadas.
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OBJETIVO

Objetivou-se com este estudo caracterizar a eficiéncia fotossintética e a
atividade antioxidante de plantas jovens de Sterculia striata St. Hill & Naud em

condigdes contrastantes de irradiancias no ambiente de crescimento.



CAPITULO |

EFEITO DE IRRADIANCIAS CONTRASTANTES NAS
CARACTERISTICAS FOTOSSINTETICAS E ESTRESSE FOTO-
OXIDATIVO DE PLANTAS JOVENS DE CHICHA
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RESUMO

SOARES, C. Vanessa, M. Sc., Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
Agosto de 2013. Efeito de irradidncias contrastantes nas caracteristicas
fotossintéticas e estresse foto-oxidativo de plantas jovens de chicha. Orientador:

Dsc. Alan Carlos Costa. Coorientadora: Dsc®. Clarice Aparecida Megguer.

Algumas plantas expostas a alta irradiancia recebem uma quantidade de energia maior
do que aquelas cujo maquinario fotossintético é capaz de utilizar, sobrecarregando 0s
processos fotossintéticos, reduzindo a utilizacdo quéntica e acarretando baixo
rendimento assimilatério. Assim, objetivou-se, com este estudo, caracterizar a
capacidade fotossintética, a atividade antioxidante e os danos celulares em plantas
jovens de chicha em condicBes contrastantes de irradiancia. A caracterizacao do efeito
da irradiancia foi feita em quatro condi¢bes de crescimento quanto a incidéncia da
radiagdo fotossintética: 1) 0,84, 2) 5,4, 3) 12,24 e 4) 41,06 mol m?d™*. Foram avaliados
as trocas gasosas, a fluorescéncia da clorofila a, o conteddo de pigmentos, a atividade
das enzimas catalase, dismutase do superoxido, peroxidase do ascorbato, o conteddo de
malonaldeido, a taxa de extravasamento de eletrdlitos e o acimulo de matéria seca. A
irradiancia de 41,06 mol m?2d™ promoveu fotoinibicdo crénica da fotossintese,
evidenciada pela baixa razdo Fv/Fm, menor AF/Fm’ e menor ETR, seguida de maior
NPQ. Nesta mesma condicdo, foram observados decréscimos nos valores da taxa
fotossintética, da condutancia estomatica e da taxa transpiratoria, bem como reducéo no
contetdo de clorofilas a, b, total e no indice de feofitinizacdo. Somado a isso, ocorreu
maior razdo Ci/Ca em plantas no ambiente de crescimento de 41,06 mol m?d™, o que
pode ser indicativo de danos metabdlicos ao maquinario fotossintético. Os maiores
valores encontrados para a atividade das enzimas antioxidantes e danos celulares foram
observados também no ambiente de 41,06 mol m?d™. A alta atividade de mecanismos
antioxidantes das enzimas catalase, dismutase do superdxido e peroxidase do ascorbato
néo foi suficiente para proteger as folhas contra danos celulares, visto terem apresentado

0s maiores valores de malonaldeido e taxa de extravasamento de eletrélitos. Deste
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modo, plantas cultivadas em condi¢cdo de baixa irradiancia apresentaram maior

eficiéncia fotossintética, ndo apresentando fotoinibicao e estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Sterculia striata St. Hill & Naud.; fotossintese; irradiancias.
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ABSTRACT

SOARES, C. Vanessa, M.Sc., Instituto Federal Goiano (Federal Instituto of Goias State)
—Rio Verde Campus — Goias State-GO, Brazil, August, 2013. Effect of contrasting
irradiance on photosynthetic characteristics and photoxidative stress in young
plants of Sterculia striata St. Hil. & Naud (chichd). Advisor: DScAg Alan Carlos
Costa. Co-Advisors: DScAg Clarice Aparecida Megguer.

Some plants exposed to high light intensities receive a greater amount of energy than
those ones whose photosynthetic machinery is able to use, saturating the photosynthetic
processes, reducing the quantum usage, and resulting in low assimilatory yield. Thus,
this study aimed to characterize the photosynthetic capacity, antioxidant activity, and
cellular damage in young plants of chichd under contrasting irradiance conditions. The
irradiation effect characterization was performed under four growing conditions,
regarding the incidence of photosynthetic radiation: (I) 0.84; (2) 5.4; (3) 12.24; and (4)
41.06 mol m? d*. Evaluations were performed of gas exchange, chlorophyll a
fluorescence, pigment content, catalase enzymes activity, superoxide dismutase,
ascorbate peroxidase, malondialdehyde content, electrolyte leakage rate, and dry matter
accumulation. The irradiance of 41.06 mol m™ d™* stimulated chronic photoinhibition of
photosynthesis evidenced by the low Fv/Fm ratio, lower Af/Fm’, and lower Eletron
Transport Rate-ETR followed by higher Non-photochemical Quenching-NPQ. Under
the same condition, decreases were observed in the values of photosynthetic rate,
stomatal conductance, and transpiration rate as well as reduction in the chlorophyll a, b,
and total content and in the pheophitinization index. In addition, higher Ci/Ca ocurred
in plants in the growing environment of 41.06 mol m? d™, which may be indicative of

metabolic damage to the photosynthetic machinery. The highest found values for the
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antioxidant enzymes activity and cellular damage were also observed in the of 41.06
mol m? d™ environment. The high activity of antioxidant mechanisms of catalase
enzymes, superoxide dismutase, and ascorbate peroxidase was not sufficient to protect
the leaves against cell damage, since they showed the highest rate of malondialdehyde
and electrolyte leakage rate. Thus, plants grown under conditions of low irradiance had
higher photosynthetic efficiency, no significant photoinhibition, and no oxidative stress.

KEYWORDS: Sterculia striata St. Hill & Naud; photosynthesis; irradiances.
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1. INTRODUCAO

O Chicha (Sterculia striata St. Hil. & Naud), espécie nativa do Cerrado,
pertencente & familia Malvaceae, ocorre desde florestas semideciduas as formacoes
fechadas. Seu rapido crescimento e ocorréncia tanto em formacdes primarias como
secundarias demonstram seu potencial para programas de recuperacdo de areas
degradadas (COSTA et al., 2010; LORENZI, 2000). E uma espécie utilizada como
ornamental, na alimentacdo, tendo suas nozes consumidas cruas ou torradas, na
medicina popular, no tratamento de furdnculos (COSTA et al., 2010). Porém, poucas
sdo as informacgBes acerca das respostas fisioldgicas desta espécie em diferentes
condigdes contrastantes de irradiancias.

Em ambiente natural, as plantas estdo expostas a condi¢fes ambientais
adversas, como alteracdes drasticas de temperatura, umidade, radiacdo solar, entre
outras (SOARES e MACHADO, 2007). Estes fatores ambientais promovem estresses
nas plantas, os quais podem ser entendidos como condicGes que tendem a alterar o seu
equilibrio normal e que reduzem o crescimento e o rendimento da planta (NILSEN e
ORCUTT, 1996; CRAMER et al., 2011; FAN et al., 2013). Plantas expostas a estresse
tendem a apresentar limitacbes severas de crescimento e desenvolvimento vegetal,
comprometendo sua sobrevivéncia (SOARES e MACHADO, 2007; CARVALHO et
al., 2010).

As plantas, em resposta as continuas mudancas do ambiente, desenvolveram
uma série de mecanismos que promovem um equilibrio entre a energia da luz absorvida
e a energia utilizada no transporte de elétrons da fotossintese (SAEZ et al., 2013;
WITUSZYNSKA et al., 2013). A sobrevivéncia das plantas envolve varias respostas de
mecanismos de defesa, desde metabdlicas a fisionémicas, que tornam potenciais sua

aclimatacdo e sobrevivéncia (LAWLOR, 2009). Os mecanismos de defesa
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compreendem rapidas respostas mesmo a pequenas alteragcdes ambientais (CHAVES et
al., 2009). As respostas sdo moduladas também pela intensidade e duracdo do estresse
(PINHEIRO, 2011).

Entre os fatores que promovem estresse nas plantas no dominio Cerrado, esta a
ocorréncia de duas estagdes bem definidas, uma seca e outra chuvosa, que séo fatores
determinantes para a sobrevivéncia das plantas neste ambiente (WALTER, 2006). O
periodo de seca é geralmente acompanhado por alta intensidade luminosa, com pouca
ou nenhuma precipitacdo e baixa umidade relativa do ar (FRANCO, 2004; WALTER,
2006).

Também durante o periodo de seca, muitas espécies apresentam diminuic¢éo na
taxa de assimilacdo de carbono, em até 50%, e ocorréncia de fotoinibicdo,
principalmente ao meio dia, periodo de maior irradiancia solar e temperatura, menor
umidade relativa do ar e maior déficit de pressdo de vapor (PALHARES et al., 2010;
SANTOS et al., 2013).

Considerando a vegetacdo rala que proporciona uma minima producdo de
sombra (ARENS, 1963), a radiacdo solar no dominio do Cerrado é comumente intensa
(COUTINHO, 2002). A luminosidade estd entre os fatores essenciais para o0
estabelecimento de plantas (SOUZA et al., 2009) e uma das principais fungdes da luz
nas plantas € servir como fonte de energia para o processo fotossintético (ESSEMINE et
al., 2012). Nesse sentido, algumas plantas expostas a altas irradiancias recebem uma
quantidade de energia fotoquimica maior do que o maquinario fotossintético é capaz de
utilizar, sobrecarregando, deste modo, os processos fotossintéticos, reduzindo a
utilizacdo quantica, acarretando um baixo rendimento assimilatério, ou seja,
promovendo a fotoinibicdo (MURATA et al., 2012; SAEZ et al., 2013; SANTOS et al.,
2013).

Se a energia absorvida pela clorofila for superior a capacidade fotoquimica, o
excesso de energia pode ser dissipado por fluorescéncia da clorofila a ou por extingédo
ndo fotoquimica (NPQ) via ciclo das xantofilas (WITUSZYNSKA et al., 2013; KIM e
APEL, 2013). O NPQ reduz a eficiéncia das reacdes fotoquimicas e &€ um dos principais
componentes de fotoprotecdo (KIM e APEL, 2013). No entanto, em certas condigdes
ambientais, 0 excesso de energia pode reduzir a eficiéncia quéntica e levar a
fotoinibicdo (ESSEMINE et al., 2012; SAEZ et al., 2013).

A fotoinibicdo € um processo fisioldgico que caracteriza a redugdo lenta e

reversivel ou ndo da fotossintese como resultado da exposicéo a luz solar plena (LONG
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et al., 1994; SANTOS et al., 2013). A intensidade da fotoinibi¢do pode ser monitorada
pela reducdo da eficiéncia quantica do fotossistema Il (relagdo Fv/Fm) por meio da
emissdo da fluorescéncia da clorofila a. Este metodo fornece o rendimento da
fluorescéncia da clorofila a através do nivel de excitacdo da energia no sistema de
pigmentos que dirige a fotossintese, fornecendo subsidios para estimar a inibi¢cdo ou o
dano no processo de transferéncia de elétrons do fotossistema 1l (BOLHAR-
NORDENKAMPF et al., 1989; SANTOS et al., 2013).

Além disso, a avaliacdo da fluorescéncia da clorofila a € uma técnica rapida, ndo
destrutiva e sensivel, constituindo importante avanco em estudos fisiologicos e em
ecologia de plantas (KRAUSE e WEISS, 1991; THOREN et al., 2010; MARTINAZZO
et al., 2013). Em condicdes extremas de estresse ambiental, os eventos nos tilacoides
podem ser afetados interferindo na eficiéncia da fotossintese e inativando o fotossistema
Il e a cadeia de transporte de elétrons que da origem ao ATP e NADPH, (KRAUSE e
WEISS, 1991; COSTA et al., 2003; CHRISTEN et al., 2007; MARTINAZZO et al.,
2013).

Quando uma planta estda com seu maquinario fotossintético em condicdes
normais, a razdo Fv/Fm normalmente varia entre 0,75 e 0,85, dependendo da espécie,
enquanto o decréscimo nesta razdo reflete a presenca fotoinibicdo nos centros de reacao
do FSII (BJORKMAN e DEMMING, 1987; BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989;
SANTOS et al., 2013).

A fotoinibicdo pode ser dindmica ou cronica (TAIZ e ZEIGER, 2009). A
fotoinibi¢do dindmica ocorre sob excesso de luz moderado, ocorrendo decréscimo da
razdo Fv/Fm, mas com taxa fotossintética normal, assim, ocorre a recuperacdo, a
fotoinibicdo é considerada temporaria, € a eficiéncia quantica pode retornar ao seu valor
inicial mais alto (LARCHER, 2005; ARAUJO e DEMINICIS, 2009; SERTORIO,
2013).

A fotoinibicdo cronica é geralmente resultado da absorcdo de altos niveis de
irradiancias, que danificam o sistema fotossintético e diminuem a razdo Fv/Fm e a taxa
fotossintética maxima (LARCHER, 2005; ARAUJO e DEMINICIS, 2009; SERTORIO,
2013). A fotoinibicdo cronica esta associada ao dano da proteina D1 do centro de reacao
do FSII, e seus efeitos tém duracdo relativamente longa, de semanas ou meses
(ARAUJO e DEMINICIS, 2009).

Sob condicédo de estresse, em que a energia absorvida excede a capacidade de

utilizacdo para assimilar CO,, ocorre aumento no suprimento de elétrons que, em
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consequéncia, reagem com o oxigénio molecular e atuam na formacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (CHANG et al., 2013).

Nas plantas, as EROs podem ser produzidas em diferentes compartimentos
celulares, como os cloroplastos, mitocondrias, membrana plasmatica, peroxissomos,
parede celular e apoplasto (MITTLER, 2002). As EROs séo continuamente produzidas
e removidas nas células por mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
no entanto, quando em condicdo de estresse, pode ocorrer a superproducdo destas
espeécies reativas, resultando num estresse oxidativo (MITTLER, 2002). Estas espécies
reativas podem oxidar diversas macromoléculas, tais como pigmentos, lipidios,
proteinas e acidos nucleicos, podendo desencadear até a morte celular (MITTLER,
2002; ASADA, 2006; CHANG et al., 2013).

Para neutralizar a toxicidade das EROs, as plantas desenvolveram diversos
mecanismos de defesa antioxidantes (ASADA, 1999; CHANG et al., 2013). Assim, a
elevacdo no nivel e a atividade dos antioxidantes podem ser consideradas um reflexo no
aumento da formacdo de EROs (ODJEGBA e FASIDI, 2007). Entre 0s mecanismos
antioxidantes utilizados em momento de estresse, estdo as enzimas superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), podendo atuar
sozinhas, ou em conjunto, para reduzir os niveis de oxigénio reativo nas células
(LARCHER, 2005; XU et al., 2008; LIU e PANG, 2010).

A SOD, enzima associada ao tilacoide, promove a fotorreducdo do dioxigénio
em agua, formando peroxido de hidrogénio (H.O,) no fotossistema | (FSI), e uma das
suas funcdes fisioldgicas é proteger as enzimas antioxidantes, as enzimas estromais e o
complexo do FSI de danos oxidativos causados por este anion (ASADA, 1999; SINHA
et al., 2005; CHANG et al., 2013).

O H,0; resultante da reacdo com a SOD pode ser degradado pela CAT,
principalmente nos peroxissomos, e pela APX, ligada & membrana do tilacoide
(SCANDALIQOS, 1990; AZEVEDO et al., 1998). A reacao do H,O, com a APX produz
radicais monodesidroascorbatos produzidos pela APX, os quais sdo convertidos a
ascorbato via ferredoxina, ou pela enzima monodesidroascorbato redutase (FOYER et
al., 1994).

Caso o sistema antioxidante ndo seja eficiente, as EROs tornam-se altamente
reativas e citotoxicas para todos 0s organismos Vvivos, uma vez que elas podem reagir
com &cidos graxos insaturados das membranas e promover peroxidagdo lipidica
(CHANG et al., 2013). O Malonaldeido (MDA) é um dos principais aldeidos formados
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pela oxidagdo de &cidos graxos poli-insaturados, sendo um dos produtos secundéarios da
peroxidacdo de lipidios mais conhecidos, além disso, apresenta agdo citotoxica e
genotoxica (GROTTO, et al., 2008).

O acumulo de MDA é um indicativo da ocorréncia de danos na membrana por
estresse oxidativo. O principal método de deteccdo do MDA ¢é a reagdo com o &cido
tiobarbiturico (TBA), que forma um complexo cromégeno (TBARS, substancias
reativas ao acido tiobarbiturico) que pode ser facilmente quantificado por métodos
espectrofotométricos (FANG e LIN, 2008; LINDEN et al., 2008).

De acordo com as respostas apresentadas pelas plantas em condigdes de
diferentes irradiancias, elas séo classificadas em plantas de sol e plantas de sombra
(BJORKMAN, 1981). Espécies exigentes a luz, chamadas de pioneiras, e outras
exigentes ao sombreamento, chamadas de secundarias, tém respostas diferentes as
alteracdes no ambiente luminoso (OGUCHI et al., 2005).

Segundo Laisk et al. (2005), plantas adaptadas a baixa luminosidade
apresentam taxas fotossintéticas limitadas em condicdo de alta irradiancias como
resultado da incapacidade de aumentar a atividade da rubisco, enquanto em plantas
adaptadas ao sol ocorre o contrario. Plantas de sombra investem mais em complexos
coletores de luz e plantas desenvolvidas ao sol investem em proteinas do ciclo de Calvin
e do transporte de elétrons (LAISK et al., 2005). Estas variagdes nos mecanismos
promovem diferencas nas taxas fotossintéticas, na velocidade maxima de carboxilacao
da rubisco, assim como sua taxa maxima de regeneracdo dependente do transporte de
elétrons, e as taxas de difusio de CO, para os cloroplastos (BJORKMAN, 1981;
DANIELS et al., 2013).

Objetivou-se com este estudo caracterizar a eficiéncia fotossintética e a
atividade antioxidante de plantas jovens de Sterculia striata St. Hill & Naud em

condigdes contrastantes de irradiancias no ambiente de crescimento.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na area experimental do Laboratorio de
Ecofisiologia e Produtividade Vegetal do Instituto Federal Goiano — Campus Rio
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Verde. O estudo teve como fonte de variagdo a irradidncia no ambiente de crescimento
em plantas jovens de Chicha (Sterculia striata St. Hil. & Naud).

2.1. Material vegetal

2.1.1. Obtencédo das mudas e plantio

Para obtencdo das mudas de Sterculia striata, foram coletadas sementes de
individuos presentes em um fragmento de cerrado, no Parque Ecoldgico da
Cachoeirinha, situado no municipio de Ipora - GO (16°26'36" — sul, 51°08'06" — oeste).
As sementes foram extraidas, secas em local ventilado e sombreado e armazenadas em
saco de papel no Laboratorio de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal — Instituto
Federal Goiano - Campus Rio Verde. Posteriormente, elas foram desinfestadas com
hipoclorito de sodio a 2% por 3 minutos e lavadas com agua. Em seguida, foram
submetidas a escarificacdo mecénica no lado oposto & micropila, com lixa n° 40, por 1
minuto, para a quebra de dorméncia. Foi feito um teste de germinacdo em papel gerbox
e germinador a 30 °C por 30 dias, segundo a metodologia descrita por Brasil (2009).
Apo6s a germinacdo, as plantulas foram transferidas para vasos de polietileno, com
capacidade para dez litros, contendo oito quilos de substrato obtido pela mistura de uma
parte de areia e duas partes de solo. As caracteristicas fisico-quimicas do substrato
foram determinadas pela analise do contetdo de macronutrientes, pH e percentual de
argila e areia. Os vasos foram entdo mantidos em ambiente com sombreamento natural
por 60 dias até a formacdo de um par de folhas completamente expandidas. Apos este

periodo, as plantas foram alocadas nas condi¢des experimentais descritas adiante.

2.2. CondigOes experimentais
2.2.1. Coleta de dados climaticos
Foram obtidos dados climaticos da area de estudo, compreendendo a

temperatura maxima (°C) e minima (°C), umidade relativa (UR%) e precipitacdo (mm).

Os dados climaticos da regido foram coletados durante os meses de maio a julho de
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2012,24 e sdo originados da estacdo metereoldgica da Universidade de Rio Verde
(UniRV).

2.2.2. Ambientes de crescimento

O estudo foi realizado tendo como fontes de variacao a irradiancia do ambiente
de crescimento de plantas jovens de Sterculia striata. Este fator foi escolhido na
tentativa de reproduzir as condig¢des naturais de luminosidade encontradas no ambiente
de cerrado. Neste sentido, na area experimental do Laboratorio de Ecofisiologia e
Produtividade Vegetal, foram instaladas trés estruturas nas dimensdes de 2,10 m de
comprimento, 1,60 m de largura e 2,10 m de altura. Cada uma das estruturas foi coberta
com diferentes camadas de sombrite na parte superior e nas laterais, objetivando a
obtencdo de diferentes niveis de irradiancias. Um quarto ambiente foi estabelecido ao ar
livre, sem nenhuma cobertura ou estrutura que amenizasse a irradiancias natural.

A irradiancia (RFA), em cada ambiente, foi registrada diariamente, durante o
desenvolvimento do experimento, as 8:00 h, 12:00 h e 16:00 h, por meio de um sensor
de radiagdo modelo Decagon Devices, Pullman — USA, em todos os ambientes. Para
cada dia, foi calculado o total diario de RFA (mol fétons m d™).

Assim, foram obtidos quatro ambientes com diferentes niveis de irradiancias: A)
0,84 mol m?d™; B) 5,4 mol m?d™; C) 12,24 mol m? d* e D) 41,06 mol m? d™* (Figura
1). Estes valores de irradidncias foram utilizados na relacdo com as caracteristicas
morfofisioldgicas avaliadas durante o periodo experimental.

Apbds a montagem das estruturas, sete vasos contendo plantas homogéneas
quanto a altura foram transferidos para cada um dos ambientes com diferentes niveis de
irradidncias para a condugdo do experimento. As plantas permaneceram nestas
condicdes por um periodo de 75 dias, no periodo de 10 de maio a 23 de julho de 2012,

mantendo a irrigacdo do solo nos vasos em capacidade de campo.



Figura 1. Ambientes de crescimento de plantas jovens de Sterculia striata, submetidas
a diferentes irradiancias (A)0,84 mol m? d™; B) 5,4 mol m? d*; C) 12,24 mol m
2d*; D) 41,06 mol m? d™).

Foram feitas trés avaliacOes fisiologicas de trocas gasosas e fluorescéncia da
clorofila a, aos 4, 34 e 74 dias de imposicdo dos tratamentos, sempre em dias
ensolarados. Ao final dos 74 dias, foram feitas, nos tratamentos, trés medidas das
caracteristicas da fluorescéncia da clorofila a, objetivando avaliar a ocorréncia e a
dindmica da fotoinibicdo das plantas. A primeira medida foi feita as 8h00min, a
segunda, ao meio-dia (12h00min), e a terceira, no dia seguinte, as 8h00min. As medidas
foram feits em plantas com trés meses de idade que apresentassem ao menos um par de
folhas. As avaliacGes foram feitas sempre na mesma folha em cada planta, sendo
escolhida uma folha totalmente expandida, com diagnostico fitossanitario. A
metodologia para as avaliacfes das trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a sera
detalhada posteriormente.

Para a avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes e da peroxidacdo de
lipidios nas plantas dispostas nos ambientes descritos, foi feita coleta de amostras de
folhas completamente expandidas localizada no terco superior das plantas, evitando as
nervuras, aos 75 dias do periodo experimental.

Com base nas amostras foliares, foram entdo avaliadas a atividade de catalase
(EC 1.11.1.6), ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11) e superoxido dismutase (EC
1.15.1.1) e também da peroxidacdo de lipidios mediante o contetdo de malonaldeido
(MDA) e da estabilidade de membranas por meio da taxa de extravasamento de
eletrolitos.
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2.3. Detalhamento dos procedimentos para avaliacdo das plantas

2.3.1. Avaliacdo das trocas gasosas

As trocas gasosas das plantas jovens de Sterculia striata foram avaliadas para
registro da taxa fotossintética (A, pmol CO, m? s™), transpiratéria (E, mmol H,O m? s
1), da condutancia estomética (gs, mol H,O m? s™) e da relagdo entre a concentracéo
interna e externa de CO, (Ci/Ca). Estas avaliagdes foram feitas utilizando um medidor
portatil de fotossintese, modelo LCI Light Systems (ADC, BioScientific, Herts,
England), acoplado a uma fonte de luz LCI (ADC, Bioscientifc, Herts, England) (Figura
2). A fonte de luz consiste de um suporte com ventilacdo contendo uma lampada
halégena dicroica de 20W, incidindo uma densidade de fluxo de fétons igual a 1000

umol m?s™. Em todas as avaliages, foi utilizada uma folha completamente expandida.

Figura 2. Medidor portatil de fotossintese, modelo LCi Light Systems (ADC,
BioScientific, Herts, England), acoplado a uma fonte de luz LCI (ADC,
Bioscientifc, Herts, England).

2.3.2. Fluorescéncia da clorofila a
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A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada na mesma folha, paralelamente as
medicBes de trocas gasosas, utilizando um fluorémetro portéatil modulado, Figura 3,
modelo MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), equipado com uma pinca especial
para suporte da folha modelo 2030-B. As analises foram feitas segundo a metodologia
proposta por Bilger et al., (1995) e Rascher et al., (2000). Inicialmente, as folhas foram
adaptadas ao escuro por 30 minutos, apds este periodo, os tecidos foliares foram
expostos a uma luz vermelha modulada (0,03 pmol m?™) e foi determinada a
fluorescéncia inicial (Fp). Seguiu-se a aplicacdo de um pulso de 0,8s de luz actinica
saturante (>6000 pmol m?s™) e foi determinada a fluorescéncia maxima (Fm). Com
estes dados, pOde-se estimar o rendimento quantico potencial do fotossistema I,
utilizando a equacgdo Fv/Fm = (Fm-Fq)/Fm.

O rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (GENTY et al., 1989) foi
determinado por meio da sobreposicdo de um pulso de saturacdo em folhas previamente
adaptadas a luz ambiente, sendo calculado como AF/Fm’=(Fm’-F)/Fm’, em que F é o
rendimento da fluorescéncia maxima durante o pulso de saturacdo. O AF/Fm’ foi
utilizado para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR), de acordo com
Bilger et al. (1995), mediante o uso da equagdo ETR = AF/Fm’ x DFF x 0,5 x 0,84, em
que DFF é a densidade de fluxo de fétons (umol m™ s™) incidente sobre a folha; 0,5 é 0
valor correspondente a fracdo da energia de excitacdo distribuida para o FSII (LAISK e
LORETO,1996); e 0,84 é o valor correspondente a fracdo de luz incidente absorvida
pelas folhas (EHLEINGER,1981). O coeficiente de extin¢do ndo fotoquimica de Stern-
Volmer foi calculado como NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’ (BILGER ¢ BIORKMAN, 1990).
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Figura 3. Fluorémetro portatii modulado, modelo MINI-PAM (Walz, Effeltrich,
Germany), equipado com uma pinga especial para suporte da folha modelo
2030-B.

2.3.3. Conteudo de pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de pigmentos cloroplastidicos foi determinada pela extragdo
com dimetilsulfoxido (DMSO), mediante ajustes da metodologia descrita por Kuki et al.
(2005). Foram coletados, de cada repeticdo, trés discos foliares, utilizando um furador
de metal de 5 mm de didmetro, evitando-se a nervura central. Os discos foram
incubados em frascos de vidro protegidos da luz por papel aluminio, contendo 5 mL de
DMSO saturado com CaCOs, por um periodo de 48 horas. As amostras foram levadas
ao banho-maria a temperatura de 65 °C por 24 horas. Em seguida, foram feitas as
leituras em espectrofotdmetro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher
Scientific, Madison — USA). Os comprimentos de onda, as equacdes e os célculos para a
determinacéo do contetdo de clorofilas a (480 nm), b (649 nm) e carotenoides (665 nm)
foram feitos conforme metodologia de Wellburn, (1994). A degradacdo da clorofila
também foi avaliada por espectrofotometria, adotando o indice de feofitinizagdo (IF =
Au3s/Agis), segundo Ronen e Galun (1984).

2.3.4. Atividade Enzimética

Em amostras foliares coletadas aos 75 dias ap6s o inicio do experimento, foram
determinadas as atividades das enzimas do metabolismo antioxidativo: superoxido
dismutase (SOD; EC 1.15.1.1, Giannopolitis e Ries 1977), catalase (CAT; EC 1.11.1.6;
Havir et al. 1987) e ascorbato peroxidase (APX; EC 1.11.1.11; Nakano e Asada 1981).
O material vegetal foi coletado, medido o peso fresco e mantido em nitrogénio liquido
até o momento das avaliacdes.

O processamento das amostras foliares congeladas em nitrogénio liquido foi
feito utilizando almofariz pré-resfriado, com PVPP 200% e 4 mL do meio de extracdo
especifico para cada enzima, como se segue: SOD [tampdo fosfato de potassio 100 mM
(pH 7,8), EDTA 0,1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM e triton X-100 0,1%]; CAT [tampé&o
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM, ascorbato 20 mM, triton X-100
0,1%]; APX [tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM, ascorbato 20
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mM, triton X-100 0,1%]. O homogenato resultante foi centrifugado a 410 g, por 15

minutos a 4°C.

2.3.5. Superdxido dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Giannopolitis e Ries (1977), em que a atividade da
SOD é dada pela capacidade da enzima em inibir a reducdo fotoquimica do azul de
nitrotetrazdlio (NBT) sob luz. Para os ensaios de atividade, uma aliquota do extrato
enzimético (40 uL) foi aplicada a 3 mL (volume final) de meio de reagdo contendo
tampdo fosfato de potéssio 52,5 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM, metionina
(pH 7,8) 13 mM, riboflavina 2 uM e triton X-100 0,1%. O ensaio da atividade foi
iniciado pela exposicdo dos tubos contendo as referidas amostras e meio de reacdo em
uma camara contendo luz fluorescente (Figura 4), por 10 minutos. A reacdo foi
paralisada, desligando-se a luz. A producédo fotoquimica de azul de formazana foi entdo
determinada em espectrofotometro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher
Scientific, Madison — USA) a 560 nm. Uma amostra do meio de reacdo com adi¢do do
extrato enzimatico mantida no escuro e outra amostra sem adicdo do extrato mantida no
claro foram utilizadas como branco. A leitura entre as amostras foi zerada com agua
deionizada. A atividade da SOD foi expressa em unidades: U min™® mg™ proteina. Cada

U corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir a reducdo do NBT em 50%.
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Figura 4. Camara com luz fluorescente para avaliacdo da atividade de SOD.

2.3.6. Catalase (CAT)

A atividade total da CAT foi determinada pelo consumo de H,0,, de acordo
com Havir e McHale, (1989), mediante adaptacdes. Para a producdo do extrato, foram
coletados 300 mg de material vegetal. As leituras das amostras foram feitas em
espectrofotometro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific, Madison
— USA), apds a adicdo de 10 pL de extrato enzimatico a 990 puL de meio de reacdo
contendo tampdo de fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H,0, 12,5 mM. A atividade
da enzima foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 2 minutos
lineares, a 30°C. Para os calculos da atividade, utilizou-se o coeficiente de extingdo
molar de H,0, (39,4 mM™ cm™), considerando-se que, nas condices de ensaio, 1 U de

CAT correspondeu a quantidade de enzima capaz de oxidar 1 umol de H,O, por minuto.

2.3.7. Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade total da APX foi determinada de acordo com Nakano e Asada
(1981), com algumas modificacOes. Para a produgdo do extrato, foram coletados 300
mg de material vegetal. O ensaio enzimatico foi feito em espectrofotometro UV-VIS,
modelo Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific, Madison — USA), apos a adi¢do de 10
pL de extrato enzimatico a 985 pL de meio de reacdo contendo tampédo fosfato de
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potassio 50 mM (pH 7,0), H,O, 0,1 mM e ascorbato 0,5 mM. A atividade da enzima foi
determinada pelo decréscimo da absorbancia a 290 nm durante 2 minutos lineares, a
0,84 °C. Para os célculos da atividade da APX, utilizou-se do coeficiente de extingédo
molar do ascorbato (2,8 mM™ cm™), considerando que 1 U de APX correspondeu a

quantidade da enzima capaz de oxidar 1pumol de ascorbato por minuto.

2.3.8. Determinacdo de proteinas

Os teores de proteinas totais dos extratos enzimaticos foram determinados pelo
método de Bradford (1976), utilizando o BSA como padré&o.

2.3.9. Conteudo de Malonaldeido (MDA)

O conteudo de MDA foi avaliado para determinar a peroxidacdo de lipidios,
utilizando o método proposto por Heath e Packer (1968). Foram macerados 160 mg +
0,5 de folhas frescas em almofariz congelado com solucéo de extracdo de 1 mL de TCA
1%. O extrato foi centrifugado a 12000 g, durante 15 minutos, a 4 °C e, posteriormente,
500 pL do sobrenadante foram adicionados a 2,0 mL da solucdo TBA 0,5% + TCA
20% (p/v) e aguecidos em banho-maria, a 90 °C, em tubos hermeticamente fechados,
por 20 minutos. A reacdo foi paralisada em banho de gelo por um minuto,
posteriormente, foi centrifugada a 3000g por quatro minutos, e as leituras, feitas em
espectrofotobmetro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific, Madison
— USA), a 532 e 600 nm. A concentracdo do complexo malonaldeido-acido
tiobarbitdrico (MDA-TBA) produzido foi calculada, utilizando-se o coeficiente de
extingdo molar de 155 mM™ cm™ (HEATH e PACKER, 1968), através da formula:
MDA (nmol ml™Y) = [(A532-A600)/ 155000] 10°. Os dados de TBARS foram expressos
em nmol TBA-MDA g MF.

2.3.10. Taxa de liberagdo de eletrdlitos

A avaliacdo da tolerancia protoplasmatica dos tecidos foliares foi feita

mediante a taxa de liberagdo de eletrolitos, segundo adaptacdo da metodologia descrita
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por Vasquez-Tello et al. (1990) e Pimentel et al. (2002). Foram coletados 15 discos
foliares, de cinco mm de didmetro, de cada repeticdo. Os discos foram lavados
previamente com agua e entdo, submersos em 30 mL de agua deionizada, em frascos
ambar, por um periodo de 24 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo, foi
mensurada a condutividade livre (CL, pS/cm), utilizando um condutivimetro portétil
CD-850. Posteriormente, estes mesmos frascos foram colocados em estufa por uma
hora, sob temperatura de 100 °C, e, apds o resfriamento em temperatura ambiente, foi
medida a condutividade total (CT, uS/cm). Para evitar erro nos resultados, o sensor foi
lavado entre cada leitura com agua deionizada. A taxa de liberagdo de eletrolitos foi
obtida, utilizando a férmula TLE(%) = CL/CT x 100.

2.3.11. Andlise morfologica e biométrica

O crescimento e o acumulo de matéria seca foram avaliados no encerramento do
experimento. Foram obtidos o numero de folhas, a area foliar, o diametro do caule, o
namero de entrenos, a altura da planta, o volume do sistema radicular, a massa seca de
raizes e a massa seca do caule. As raizes foram lavadas em agua corrente, sob uma
peneira, até a completa remoc¢do dos residuos de solo. Entdo, o volume do sistema
radicular foi medido pelo deslocamento da coluna d"agua em uma proveta graduada.
Em seguida, o material foi colocado em estufa de circulacdo de ar, a 65°C, até atingir
peso constante para a obtencdo da massa da matéria seca, expressa em g planta™. A area
foliar foi determinada pela obtencdo da imagem digital da folha, integracdo e célculo da
area foliar, utilizando um software. A massa seca foi obtida ap6s a secagem em estufa

de ventilacdo forcada a temperatura de 65°C, por aproximadamente 72 horas.
2.3.12. Delineamento experimental

O estudo foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo quatro
condicBes diferentes de irradiancias no ambiente de crescimento e trés épocas de
avaliacdo. Foram utilizadas sete repeticOes para cada tratamento. Para a avaliagdo da
atividade enzimatica e da peroxidacéo lipidica, cada repeticao foi feita em triplicata.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as

médias, comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), por meio do Sistema de Analises
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Estatisticas Gerais (SAEG), versdo 9.0. Para a confec¢do dos gréficos, foi utilizado o
software SigmaPlot V.10 (SPSS Inc., USA).

3. RESULTADOS

3.1 Dados climaticos

Os menores indices de precipitacdo ocorreram nos meses de junho e julho,
época caracterizada pela estacdo seca no Cerrado. As precipitacbes foram,
respectivamente, de 81,5 mm e 18,7 mm para os meses de junho e julho, e de 1,4 mm
para 0 més de maio. A umidade relativa do ar (UR%) no periodo experimental variou
entre 74%, no inicio do experimento, a 47% ao final do experimento. Os menores
valores de UR% foram verificados no final do periodo experimental.

A temperatura méxima variou entre 27 e 30 °C e a temperatura minima entre
13 e 15 °C durante o periodo experimental. Os maiores valores de temperatura foram
observados ao final do periodo experimental. O déficit de pressdo de vapor variou de
0,19 KPa a 1,91 Kpa, sendo observados os maiores valores de DPV ao final do periodo

experimental.

3.2. Caracteristicas visuais das plantas

Os diferentes niveis de irradidncia afetaram o crescimento das plantas jovens
de Sterculia striata de forma mais proeminente no ambiente de crescimento a 41,06 mol
m d?, em que ocorreu o menor crescimento (Figura 5). Também foi possivel observar
um leve amarelecimento foliar e inclina¢do do angulo foliar em relacdo ao incremento

de irradiancias.
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Figura 5. Plantas de Sterculia striata submetidas a condig6es crescentes de irradiancias
no ambiente de crescimento aos 74 dias de exposi¢cdo aos tratamentos. A)
0,84 mol m? d*; B) 5,4 mol m? d™*; C) 12,24 mol m? d*; D) 41,06 mol m™
d™.

3.3. Trocas Gasosas

Os resultados de trocas gasosas demonstraram interacdo significativa entre as
irradiancias de crescimento e o periodo de exposicdo para A, E, gs e Ci/Ca (Figura 6).
As menores A e E ocorreram na maior irradiancia, ou seja 41,06 mol m? d*, a partir
dos 34 dias de tratamento. Os valores de A ndo diferiram durante o periodo de
experimento para as irradiancias de 0,84, 5,4 e 12,24 mol m? d*. Os valores de E
apresentaram declinio em relacdo ao tempo de exposicdo de todas as irradiancias de

crescimento, sendo mais proeminente na condic&o de 41,06 mol m? d™.
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Os maiores valores de Ci/Ca ocorreram na irradiancia de 41,06 mol m?2d?, e as

plantas submetidas as demais irradiancias obtiveram valores mais baixos de Ci/Ca e ndo

diferiram entre si (Figura 6B).

Observou-se decréscimo nos valores encontrados para gs na irradiancia de 41,06

mol m? d, de forma proeminente a partir os 34 dias do periodo experimental (Figura

6D).
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Figura 6. A) Taxa de assimilacdo liquida de CO, (A - umol m? s™), B) Relagéo Ci/Ca e
C) Taxa transpiratoria (E - mmol m? s™), D) Condutancia estomatica (gs - mmol
m? s1) em plantas jovens de Sterculia striata em funcdo da Irradiancias de
exposicdo. Médias seguidas pela mesma letra, mailscula entre o periodo de
exposicdo e minuscula entre as irradiancias, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

3.4. Fluorescéncia da clorofila a e fotoinibigéo

Os dados obtidos nas avaliacGes da fluorescéncia da clorofila a mostram que

ocorreram alteracGes em funcéo da interag@o entre as irradiancias de crescimento e 0s

dias de tratamento nos diferentes ambientes de crescimento (Tabela 1, Figura 7).
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O rendimento quéntico maximo do fotossistema 11, avaliado pela razdo Fv/Fm,
ndo diferiu para as irradiancias de 0,84, 5,4 e 12,24 mol m? d™* ao longo dos periodo de
exposicao aos tratamentos. Contudo, na irradiancia de 41,06 mol m™ d*, ocorreram
reducdes significativas da razdo Fv/Fm, com valores médios da razdo Fv/Fm de 0,67 e
0,55 a0s 34 e 74 dias, respectivamente, de exposic&o a irradiancia de 41,06 mol m?d*
(Figura 7A). Para a varidvel Fo, foi observada redugdo significativa apenas para as
plantas crescidas sob irradiancias de 0,84 mol m? d™ aos 74 dias de exposicdo ao
tratamento (Figura 8A). Quanto a Fm, ocorreu diminuicdo dos valores observados para
a variavel nas plantas crescidas sob irradiancia de 41,06 mol m? d™ (Figura 8B).

A avaliagdo adicional do rendimento quéantico maximo do fotossistema Il
(Fv/Fm) feita no final do periodo experimental as 08h00min da manha, ao meio dia
(12h00min) e repetida as 08h00Omin da manha seguinte indicou ocorréncia de
fotoinibicdo na irradiancia de 41,06 mol m? d™. Os valores de Fv/Fm para plantas
crescidas na irradiancia de 41,06 mol m™ d™ ndo mostraram recuperacéo. Os valores
de Fv/Fm ficaram em torno de 0,54 nos trés periodos de avaliacdo nas plantas crescidas
no ambiente de 41,06 mol m?d™ (Tabela 1).

Tabela 1. Razdo Fv/Fm de plantas jovens de Sterculia striata submetidas a diferentes
niveis de irradiancia, no ambiente de crescimento, avaliadas aos 74 dias,
periodo de exposicdo as 8h00min, as 12,24h00min e no dia seguinte as
8h00min. Os dados sdo médias (n = 7).

Fv/iFm

Irradiancias (mol m™ d) Horério de medicédo

8h00min 12,24h00min 8h00min

A 0,80 Aab 0,80 Aa 0,81 Aa
B 0,76 Aab 0,73 Ab 0,77 Aa
C 0,73 Ab 0,70 Bb 0,75 Aa
D 0,51 Bc 0,55 Bc 0,55 Bb

Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre os horarios de medicdo e de letras mindsculas entre as

irradiancias em cada horario ndo diferem pelo teste F a 5% de probabilidade.
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O rendimento quantico efetivo do fotossistema Il (AF/Fm’) e a taxa de transporte
de elétrons (ETR) foram significativamente maiores para plantas crescidas nas
irradiancias de 5,4 e 12,24 mol m? d, aos 74 dias, sob exposicdo. Aos 74 dias, houve
decréscimo para plantas crescidas sob extremo de irradiancias (0,84 e 41,06 mol m? d"
1. Os dados referentes as variaveis AF/Fm’ ¢ ETR podem ser visualizados nas Figuras

9B e 9C, respectivamente.
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Figura 7. A) Rendimento quéntico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm), B) Rendimento
quantico efetivo do fotossistema II (AF/Fm’), C) Taxa relativa de transporte de
elétrons (ETR) e D) Coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) em plantas
jovens de Sterculia striata em funcdo da irradiancia de crescimento. Médias
seguidas pela mesma letra, mailscula entre o periodo de exposicdo e minuscula
entre as irradiancias, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Figura 8. A) Fluorescéncia basal apds adaptacdo no escuro e B) Fluorescéncia maxima
ap6s adaptagdo no escuro em plantas jovens de Sterculia striata em funcdo da
irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre o
periodo de exposicdo e minuscula entre as irradiancias, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

N&o houve interacdo entre as irradiancias de crescimento e o periodo de
tratamento para o coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ). O NPQ foi
significativamente maior para plantas crescidas em ambiente de 41,06 mol m? d™ em
relacdo as demais irradiancias. As irradiancias de 0,84 e 5,4 mol m™ d no diferiram

para a variavel de NPQ (Figura 7D).

3.5. Conteldo de pigmentos cloroplastidicos

Os resultados do conteudo de pigmentos cloroplastidicos de plantas jovens de
Sterculia striata revelaram que as condic@es de irradiancias tiveram efeito significativo
sobre o conteudo de clorofilas, clorofila total, razdo carotenoides/clorofila e indice de
feofitinizagdo, mas ndo alteraram o conteldo de carotenoides, razdo clorofila a/b
(Figura 9).

O conteudo de clorofila a, clorofila b, clorofila total e o indice de feofitinizacao
se reduziram significativamente com o0 aumento da irradiancia. Decréscimos mais
pronunciados foram observados em 41,06 mol m™ d. O contetido de carotenoides néo
diferiu entre as diferentes irradiancias de crescimento (Figura 9 C).
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Figura 9. A) Contetdo de clorofila a, B) Clorofila b, C) Carotenoides e D)Razao
Clorofila a/b em funcéo da irradiancias de crescimento. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Os dados sdo médias (n = 7).

O contetdo de clorofila total foi consideravelmente maior na irradiancia de
0,84 mol m? d, enquanto a irradiancia de 41,06 mol m? d* apresentou os menores
valores (Figura 10). Em contrapartida, a razdo carotenoides/clorofilas foi
significativamente maior na irradiancia de 41,06 mol m? d* (Figura 10B). O indice de
feofitinizacdo diferiu somente nas plantas a 41,06 mol m? d*, apresentando os menores
valores para esta avaliacdo, indicando degradacdo de pigmentos nesta irradiancias
(Figura 10C).
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Figura 10. A) Contetdo de clorofila total (Clt), B) Razdo carotenoides/clorofilas
(Car/Clt) e C) Indice de feofitinizacio (IF) de plantas jovens de Sterculia
striata em funcgdo da irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados

sdo médias (n = 7).
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3.6. Atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e

ascorbato peroxidase (APX).

Plantas jovens de chicha dispostas em ambiente de crescimento com 41,06 mol
m? d apresentaram maior atividade das enzimas SOD, CAT e APX. As plantas do
ambiente de 0,84 mol m? d* apresentaram a menor atividade enzimética de SOD e
APX. Néo foi observada diferenca significativa para CAT em plantas em condigdes de
irradiancia igual ou menor que 12,24 mol m? d*. A Figura 11 mostra os dados

referentes a atividade das enzimas SOD, CAT e APX.
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Figura 11. A) Atividade enzimatica de superoxido dismutase (SOD), B) catalase (CAT)
e C) ascorbato peroxidase (APX) em folhas de Sterculia striata submetidas a
irradiancias contrastantes no ambiente de crescimento. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Os dados sé@o medias (n = 6).

3.7. Danos celulares

Os resultados mostraram que o aumento da irradidncia promoveu aumento de
danos a membranas celulares, tendo esses danos sido avaliados por meio do contetdo
de Malonaldeido (MDA) e da estabilidade de membranas (TLE) de plantas de Sterculia
striata.

O contetdo de MDA foi significativamente maior em plantas crescidas em
ambiente de 41,06 mol m? d™ (Figura 12 A). Os menores valores observados de MDA
ocorreram nas plantas do ambiente de 0,84 mol m? d, com média em torno de 0,89
nmol ml™, e as maiores, em torno de 1,35 nmol mlI™.

Quanto a TLE, os maiores valores significativos foram observados no ambiente
de 41,06 mol m? d, ndo tendo sido observada diferenca significativa entre as demais
irradiancias de crescimento. A Figura 12B mostra os dados referentes a estabilidade das

membranas.



46

1,5 1
A
A
B
B
< C e 8
3 1,0 1 T
=
0,5 4
0,0
80 -
A
s
B
60 4 T
— B
g g =
Ll
=
40
20 A
0 T T T T
0,84 54 12,24 41,06

Irradiancia (umol m2s™)

Figura 12. A) Conteudo de Malonaldeido (MDA) e B) Taxa de extravasamento de
eletrolitos (TLE) em folhas de Sterculia striata submetidas a irradiancias
contrastantes no ambiente de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra
nédo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados s&o
médias (n = 6).

3.8. Caracteristicas biométricas

A Tabela 2 mostra o resumo da analise de variancia dos dados de crescimento.
Observa-se que algumas caracteristicas foram afetadas pela irradiancia de crescimento.
A area foliar, Figura 13B, foi maior na irradiancia de crescimento de 0,84 pmol m2s™ e
diminuiu de forma mais proeminente em plantas crescidas no ambiente de 41,06 mol m”
2d* (41,06 mol m? d™). Contudo, a altura foi significativamente maior em ambiente de
12,24 mol m™? d™ e menor em ambiente de 41,06 mol m? d™ (Figura 13A).
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Tabela 2. Resumo da Anélise de Variancia dos dados de crescimento de plantas jovens
de Sterculia striata, sendo: Altura, nimero de folhas (N° de folhas), &rea foliar
(AF), Comprimento de raiz e caule, numero de entren6s (ENT), massa seca de
caule (MSC), massa seca de raiz (MSR).

Fonte de
variagao Altura N°defolhas AF Raiz Caule ENT MSC MSR
Irradiancias * ns * ns ns ns ns **

ns, ndo significativo; ** significativo ao nivel de 1%, * significativo ao nivel de 5% pelo
teste de F.
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Figura 13. A) Altura, B) Area foliar de plantas jovens de Sterculia striata em fung&o
da irradiancias de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados sdo médias (n =
7).
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O menor acimulo de massa seca de raiz ocorreu nas plantas crescidas no
ambiente de 0,84pmol m? s™ de irradiancia (Figura 14). Nos demais ambientes, ndo foi

observada diferenca significativa nesta caracteristica.
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Figura 14. Massa seca de raiz (MSR) de plantas jovens de Sterculia striata em funcao
da irradiancia de crescimento. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados séo
medias (n = 7).

4. DISCUSSAO

As plantas jovens de Sterculia striata, submetidas aos tratamentos com
irradidncias contrastantes no ambiente de crescimento, tiveram alteragdes nas
caracteristicas fisioldgicas e morfol6gicas avaliadas. Houve interacdo entre as plantas
mantidas nas irradiancias de crescimento e os dias de avaliacdo, em varias das
caracteristicas avaliadas.

Os valores obtidos de taxa fotossintética (A) estdo na faixa de valores descritos
para plantas do Cerrado, que variam de 4 a 16 pmol m? s (PALHARES et al., 2010).
A reducdo de A observada no ambiente com 41,06 mol m? d* mostra uma sensibilidade
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da espécie estudada ao excesso de luz, fato que contradiz a classificacdo desta espécie
como pioneira feita por Lorenzi (2000).

Em condicdo de sombra, algumas espécies podem adaptar-se a pouca
luminosidade por uma série de alteracbes morfofisioldgicas que lhes conferem um
melhor desempenho fotossintético (DANIELS et al., 2013). Em estudo com Gethyllis
villosa em condicdo de sombreamento, + 63 pumol m? s, Daniels et al. (2013)
verificaram que a espécie manteve os valores de A inalterados durante o periodo
experimental, o que indica a capacidade de a espécie se aclimatar a sombra.

A condutancia estomatica (gs), além de sensivel a radiacdo fotossinteticamente
ativa (PAR) incidente, € muito influenciada pelo aumento da temperatura e pelo déficit
de pressao de vapor (DPV) (NYOGI, 1999; LOBOS et al., 2012; GAMON e BOND,
2013). Neste estudo, o DPV variou consideravelmente ao longo do periodo
experimental, ultrapassando 1 KPa na maior parte do periodo experimental, chegando a
alcangar 1,91 KPa ao final do experimento. Normalmente, valores de DPV superiores a
1 KPa sdo indicadores de condicdo estressante, sendo capazes de interferir no processo
fotossintético das plantas (FILHO et al., 2006). A condicdo de 41,06 mol m? d*,
associada ao alto DPV, que ocorreu ao final do periodo experimental, pode ter
influenciado diretamente a reducdo da gs. A E foi fortemente influenciada pela
regulagdo estomatica. As plantas do ambiente de crescimento de 41,06 mol m? d*
apresentaram reducdo proeminente na E, tanto em funcdo do aumento da irradiancia no
ambiente de crescimento, quanto em funcéo do periodo de exposicdo aos tratamentos. O
mesmo comportamento foi observado para gs, no qual também foram verificados os
menores valores neste ambiente de crescimento. Estudos sugerem que o controle
estomatico se reflete em uma restri¢do significativa no fluxo do CO, e na transpiracdo
da folha (FAVARETTO, 2009; GAMON e BOND, 2013).

Aumento da razéo Ci/Ca aos 74 dias nas plantas crescidas sob irradiancia de
41,06 mol m? d™* indica uma possivel ocorréncia de danos & via metabélica de fixacéo
de CO2, que, por sua vez, diminuiu a utilizacdo dos produtos da etapa fotoquimica. Esta
hipotese ¢ corroborada pela redugdo dos valores da razdo Fv/Fm, ETR e AF/Fm’.

Além da redugdo da A, ocorrem também alterages nas caracteristicas da
fluorescéncia da clorofila a (SANTOS et al.,, 2013). Segundo estes autores, estas
caracteristicas fornecem subsidios para estimar a inibi¢cdo ou os danos no transporte de

elétrons no FSII.
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Quando plantas sdo expostas a intensidades luminosas mais altas do que sua
maquinaria fotossintética é capaz de utilizar, como as plantas de chicha submetidas ao
ambiente de 41,06 mol m? d*, elas geralmente apresentam aumento da temperatura
foliar em funcdo do fechamento estomatico (VALLADARES e PEARCY 1997;
GANDOLFI et al.,, 2009) e, eventualmente, intensificam os efeitos do estresse
luminoso, como a fotoinibicdo (FAVARETTO, 2009).

A razdo Fv/Fm é considerada uma medida para estimar os efeitos que
irradidncias contrastantes exercem sobre a integridade do FSII, podendo seus valores
variar entre 0,75 a 0,85, em condi¢bes ndo estressantes, dependendo da espécie
(BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989; RONQUIM et al., 2009; SANTOS et al.,
2013). A reducdo da razdo Fv/Fm abaixo destes valores pode indicar ocorréncia de
danos oxidativos ao complexo coletor de luz e ao centro de reacdo do FSII (RIBAS,
2006).

Na fotoinibicdo dindmica, o aumento da dissipac¢do ndo fotoquimica da energia
num momento de reducdo da disponibilidade de CO,, devido ao fechamento estomatico,
evita a formacéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e dano foto-oxidativo em um
momento em que as condi¢fes ambientais sdo desfavoraveis a assimilagcdo do carbono
(CRITCHLEY, 1998; WENER et al., 2002). Na condicdo de cronica, a fotoinibicdo é
caracterizada pela degradacdo da proteina D1 no centro de reacdo do FSII, interferindo
no transporte de elétrons, reduzindo a eficiéncia quantica e a A maxima (WERNER et
al., 2002; BAKER e ROSENQUIVIST, 2004; SANTOS et al.,, 2013). Deste modo,
reducbes na razdo Fv/Fm podem ser um indicativo de danos ao maquinario
fotossintético em relacdo a influéncia de algum estresse (ARAUJO e DEMINICIS,
2009).

Nas plantas deste estudo, reducdes significativas da razdo Fv/Fm foram
observadas no ambiente de 41,06 mol m? d*, a partir dos 34 dias do periodo
experimental, alcangando valores de 0,55 aos 74 dias, determinando uma condicdo de
fotoinibicdo. A reducdo dos valores de Fv/Fm em funcdo dos dias nas plantas a 41,06
mol m? d* é uma evidéncia da fotoinibicdo cronica. Nesta condigdo, pode ndo haver
recuperacdo da eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII durante a noite, e os complexos
do FSII danificados permanentemente ndo voltam a participar da fotossintese
(KRAUSE et al.,, 1995; HIDEG e MURATA, 1997; WERNER et al., 2002). A
fotoinibicdo cronica em plantas do ambiente com irradiancia de 41,06 mol m? d* foi

confirmada pela medicdo da raz&o Fv/Fm no periodo de meio-dia e de antemanhd, néo
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tendo ocorrido recuperacdo dos valores de Fv/Fm. Isso é um indicativo do efeito de
fotoinibicdo cronica sobre as plantas submetidas a um estresse luminoso, que danifica o
sistema fotossintético e diminui a eficiéncia quantica e a taxa fotossintética maxima,
diferindo da fotoinibicdo dindmica. Plantas, quando sujeitas a fotoinibicdo dinamica,
apresentam capacidade de se ajustar fotossinteticamente as condigdes ambientais, sem
danos a maquinaria fotossintética, havendo recuperacdo dos valores de Fv/Fm no
periodo antemanha (ARAUJO e DEMINICIS, 2009).

O inicio de processos fotoinibitorios é observado quando a capacidade de
fotoprotecdo e excedida, sendo indicado pelo declinio na razdo Fv/Fm acompanhada
pelo aumento de Fo, devido a reducdo excessiva da cadeia de transporte de elétrons
(OSMOND, 1994). Esta situacdo foi observada em plantas crescidas sob o ambiente de
41,06 mol m? d* com declinio dos valores para Fv/Fm e acréscimo de Fo.
Decréscimos na razdo Fv/Fm acompanhados de aumento nos valores para Fm é um
indicativo de danos & maquinaria fotossintética, assim como foi observado neste estudo
em que os valores de Fm foram maiores para plantas crescidas sob irradiancias de 41,06
mol m?d™*.

Estudo com plantas de jatob4 em ambientes de crescimento com irradiancias
contrastantes também encontrou, como observado neste estudo, reduces significativas
para a razdo Fv/Fm em condi¢cbes de alta irradiancias, relacionadas a fotoinibicao
(FAVORETTO, 2011; REZENDE, 2012).

Em condigdes de fotoinibicdo cronica, a capacidade de geracdo de oxigénio
toxico pode exceder a capacidade dos mecanismos de desintoxicacdo dos fotossistemas
(ASADA, 1994) e parte dos elétrons envolvidos nos processos fotoquimicos que
poderiam ser utilizados em processos fixacdo de carbono séo destinados para utilizacdo
em outros processos.

No ambiente com irradiancias de crescimento de 0,84 mol m? d, ocorreu
consideravel decréscimo nos valores de ETR e no rendimento quéantico efetivo AF/Fm’,
justificado pela menor energia incidente que seria destinada a processos fotoquimicos.
A ETR também foi afetada nas plantas dispostas em ambiente sombreado de 0,84 mol
m?2 d™* em decorréncia da menor disponibilidade luminosa neste ambiente em relacéo
aos outros tratamentos. Contudo, ndo houve diminuicdo significativa na A desta
irradiancias em relagdo aos tratamentos intermediarios de 5,4 e 12,24 mol m? d™.
Larcher, (2005) afirma que plantas de sombra aproveitam melhor a radiacdo em

condigdes de baixa intensindade luminosa.
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Segundo Houborg et al. (2013), a ETR torna-se limitante em altas intensidades
de irradidncia. Nestas condigBes, a energia incidente é maior que 0 maquinario
fotossintético é capaz de utilizar, encontrando-se, frequentemente, decréscimo na taxa
de transporte de elétrons (ETR) atraves do FSII e aumento na taxa de giro de D1,
peptidio principal do centro de reagdo do FSII (ANDERSON et al., 1995), processo este
conhecido como fotoinibicdo, que resulta na perda da eficiéncia fotoquimica do FSII.

Caso a fotossintese e a fotorrespiracdo nao utilizam a maior fracdo do poder
redutor resultante da etapa fotoquimica, formam-se especies reativas de oxigénio
(EROs) e estresse oxidativo (ANDERSON et al., 1995), com consequente dano ao
FSII.

A formacdo de EROs em consequéncia do estresse oxidativo em altas
irradidncias associa-se diretamente aos danos a proteina D1 do FSII, alterando,
portanto, o transporte de elétrons (ARO et al., 1993; LONG et al., 1994).

Diversos autores afirmam que espécies tolerantes ao sombreamento sdo mais
susceptiveis a fotoinibicdo e se recuperam em menor extensao que plantas exigentes a
luz (RIDDOCH et al., 1991; LOVELOCK et al., 1998; KRAUSE et al., 2001). Krause
et al. (2001) também encontraram queda acentuada nos valores da razdo Fv/Fm para
plantas secundarias em relacdo a espécies pioneiras sob alta intensidade luminosa.

Diversos autores sugerem que 0 estagio sucessional das espécies vegetais tem
influéncia na susceptilidade a fotoinibicdo e aclimatacdo em diferentes gradientes
luminosos. Plantas tolerantes ao sombreamento apresentam maior tendéncia a
fotoinibicdo quando submetidas a alta luminosidade e menor capacidade de recuperacao
guando comparadas a espécies exigentes em alta luminosidade (LOVELOCK et al.,
1994; RIBAS, 2006).

Segundo Rezende (2012), redu¢do da razdo Fv/Fm ,AF/Fm’ e ETR nas plantas
de jatoba crescidas em irradiancias de 1700 pmol m™? s indicou que a espécie
apresentava pouca capacidade de protecdo contra estresse luminoso. Resposta
semelhante também pdde ser observada nas plantas de Sterculia striata neste estudo.

Além da reducdo nestas caracteristicas, os maiores valores para NPQ foram
observados nas plantas crescidas sob alta irradiancia, de 12,24 e 41,06 mol m? d™
indicando que a maior parte da energia absorvida ndo foi utilizada em processos
fotoquimicos (GUIRAO et al., 2013), mas se dissipou na forma de calor, estando a
reducdo destes valores associada a diminuicdo da eficiéncia fotossintética nessas

condic@es. A reducdo de NPQ em baixas irradiancias indica maior eficiéncia no uso da
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energia absorvida pelos pigmentos no FSII para processos fotoguimicos (GUO et al.,
2006). Embora constatada a reducdo da ETR, AF/Fm’ nas plantas deste estudo, o
aumento do NPQ parece aliviar os fotossistemas pela dissipacdo de energia na forma de
calor (DEMMIG et al., 1987; CHANG et al., 2013). Entre os mecanismos de
fotoprotecdo, o ciclo das xantofilas desempenha papel importante, tendo em vista que
protege 0 maquinario fotossintético pela dissipacdo do excesso de energia via
interconversdo das formas de violaxantina a zeaxantina, com gasto de energia
(GUIRAO et al., 2013).

Tanto as caracteristicas das trocas gasosas quanto as da fluorescéncia da
clorofila a tém estreita relacdo com a concentracdo de pigmentos nas folhas
(LICHTENTHALER et al., 2007). Neste sentido, assim como observado nas trocas
gasosas e na fluorescéncia da clorofila a, neste estudo, as diferentes irradiancias no
ambiente de crescimento alteraram a concentracdo de pigmentos nas folhas de Sterculia
striata.

Segundo Lichtenthaler et al. (2007), os niveis relativos de Clorofila a e
Clorofila b, assim como as razBes Clorofila a/Clorofila b, Carotenoide s/Clorofila total,
tém diferencas contrastantes em folhas adaptadas a sombra e ao sol. As plantas
mantidas nos ambientes de 0,84, 5,4 e 12,24 mol m? d™ apresentaram valores mais
pronunciados de Clorofila a, Clorofila b e Clorofila total.

Plantas sombreadas respondem a baixas irradiancias com alteracdes na
morfologia foliar e investimento em pigmentos para captura mais eficiente de energia
(DANIELS et al., 2013).

As clorofilas sdo sintetizadas e degradadas (fotooxidacdo) sob alta irradiancias
(TAN et al., 2000), porém, quando a taxa de degradacdo das clorofilas ultrapassa a taxa
de sintese, uma menor concentracdo de clorofila é observada ( BOARDMAN, 1977).
Assim, folhas sob condicdo de sombra tendem a apresentar maiores concentragdes de
clorofilas (PEARCY e YANG, 1998; FAVORETTO, 2009) como forma de um ajuste
fisiolégico que aumenta a eficiéncia da captura de luz absorvida pelos pigmentos
fotossintetizantes (KITAO et al., 2000; GONCALVES et al., 2001).

Os valores mais baixos para a razdo Cla/Clb observados a 41,06 mol m? d*
podem ser entendidos como uma menor protecdo do maquinario fotossintético devido a
maior susceptilidade de degradacdo por alta radiagdo da Clorofila a quando comparada
com a Clorofila b. O valor médio da razdo Cla/Clb, em condi¢do de irradiacdo solar

plena, foi de 1,77, proximo ao encontrado por Linchtenthaler et al. (2007) e Favoretto
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(2009) em plantas secundarias sob alta irradiancia, confirmando que Sterculia striata é
tolerante a sombra.

A razdo Carotenoide/Clorofila total, que representa um mecanismo fotoprotetor
a altas irradiancias, foi significativamente maior em plantas mantidas em ambiente de
crescimento de 41,06 mol m? d* que em plantas na irradiancia de 0,84 mol m? d™,
resultado semelhante ao encontrado por Favoretto, (2009). Gongalves et al. (2001)
enfatizam que o aumento dos carotenoides em relagdo a clorofila € um mecanismo
essencial de aclimatacdo que previne injuria foto-oxidativa dos pigmentos
cloroplastidicos. Cogdell e Frank (1987) propdem que um dos papéis primordiais dos
carotenoides seja a dissipacdo de clorofilas na forma triplete antes de reagir com o
oxigénio molecular e formar espécies reativas de oxigénio, como o oxigénio singleto
(0,).

O indice de feofitinizacdo ndo diferiu para plantas crescidas sob irradiancia
igual ou menor que 480 pmol m? s™ e foi significativamente maior para plantas
crescidas sob irradiancia de 41,06 mol m? d*. Este decréscimo do indice de
feofitinizacdo nas plantas a 41,06 mol m? d* confirma os valores observados para
clorofila total, que também apresentou os menores valores nestas plantas, de 41,06 mol
m?2 d*. O decréscimo no IF reforca que, nesta irradiancia, ocorreu a degradacdo do
contetdo de clorofilas, em especial da Clorofila a que é um importante pigmento no
processo de captura de energia para o processo fotossintético (HOUBORG et al., 2013;
REZENDE, 2012). A redugédo do IF a valores abaixo de 1,40 indica degradagéo de
clorofilas (RONEN e GALUN, 1984). Este declinio do IF para plantas submetidas a
irradiancia de 41,06 mol m? d* também foi verificado por Rezende (2012) em plantas
de jatoba submetidas a condic¢des contrastantes de irradiancia.

As atividades das enzimas do sistema antioxidativo foram consideravelmente
maiores em plantas jovens de Sterculia striata submetidas a 41,06 mol m? d*, bem
como os danos celulares, o que indica uma condicédo de estresse oxidativo.

Pdde-se observar que a atividade da SOD, CAT e APX foi de 92%, 60% e
5,46% maiores, respectivamente, em condicdo de 41,06 mol m* d*?, indicando que a
espéecie estudada aumentou a atividade de enzimas antioxidantes contra as especies
reativas de oxigénio (EROs). O sistema antioxidante é fundamental para a protecdo do
maquinario fotossintético, assumindo-se que seja necessario para compensar o estresse

provocado por altas irradiancias (CHANG et al., 2013).
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Diversos estudos destacam a importancia de mecanismos antioxidantes na
tolerancia ao estresse, promovendo uma limitagdo do estresse oxidativo por um
aumento na atividade de enzimas de remocédo de EROs. Com o0 aumento da producao de
EROs, a enzima SOD catalisa diretamente uma reacédo, produzindo H,O;, que pode ser
metabolizado a oxigénio e agua pela CAT nos peroxissomos ou pela APX nos
cloroplastos (SCANDALIOS, 1990; AZEVEDO et al., 1998; JEREMI et al., 2012;
CHANG et al., 2013).

Neste estudo, o aumento da atividade em SOD, CAT e APX, mais proeminente
nas plantas crescidas no ambiente de 41,06 mol m™? d, foi semelhante ao encontrado
por Jerémi et al. (2012), que observaram aumento da atividade destas enzimas em dois
gendtipos de Citrus sensiveis a altas irradiancias.

A maior atividade das enzimas antioxidantes nao foi suficiente para proteger as
plantas de Sterculia striata contra as EROs, haja vista a alta taxa de MDA e TLE
indicando que o aumento da atividade do sistema antioxidante ndo foi suficiente para
impedir danos as membranas celulares pelas EROs (MAROK., 2013).

O aumento da atividade antioxidante pode ser considerado um reflexo no
aumento de EROs nas células (OBJEGBA e FASIDI, 2007). Entre os que mais ocorrem
em condicdo de estresse foto-oxidativo estdo o oxigénio singleto, ion superéxido,
perdxido de hidrogénio e radical hidroxila (GILL e TUTEJA, 2010).

A estabilidade das membranas celulares foi severamente afetada pelo aumento
da irradiancias no ambiente de crescimento, sobretudo nas plantas mantidas no
ambiente de 41,06 mol m? d™. Nestas plantas, foi observado aumento de 5% na
concentracdo de MDA e de 38% na taxa de extravasamento de eletrolitos. Estes
resultados sugerem que a elevada irradiancia no ambiente de crescimento aumentou 0s
danos celulares pela peroxidacédo de lipidios e consequente extravasamento do conteido
protoplasmatico. Considerando o conteddo de MDA um importante indicador de
peroxidacéo lipidica, sua acumulacdo indicou que a espécie estudada em 41,06 mol m™
d™ sofreu uma pressdo de estresse oxidativo em relacdo as irradiancias inferiores, sendo
estes resultados consistentes com sua vulnerabilidade ao estresse luminoso (JEREMI et
al., 2012).

Neste estudo, os maiores valores do conteddo de MDA e TLE em plantas de
41,06 mol m? d™ indicam existéncia de injdria oxidativa nos tecidos foliares, formada
por peroxidacdo de lipidios de membrana e pela perda de compartimentalizacdo celular
e pelos eletrdlitos (ASADA, 1999; LIMA et al., 2002).
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Deste modo, a intensidade da luz é um fator importante para o crescimento das
plantas. Em condigOes de pouca luz, ocorre diminuigdo do crescimento, pois as trocas
gasosas sdo diretamente relacionadas a luminosidade disponivel, consequentemente,
afetando a producdo de biomassa (LARCHER, 2005; FAN et al., 2013). Sob condi¢édo
6tima de radiagdo para a espécie, ocorre aumento do rendimento da producdo de matéria
seca pela alocagéo de fotoassimilados (LARCHER, 2005).

Naves et al., (1994) afirmam que as caracteristicas de crescimento também
podem ser utilizadas para determinar o grau de tolerancia das plantas em condicGes de
luminosidade.

Plantas crescidas sob 12,24 mol m™ d™* apresentaram maior crescimento, tendo
sido observados os maiores valores para altura e MSR, indicando que, nesta irradiancia,
0 maquinario fotossintético foi capaz de utilizar a energia luminosa mais eficientemente
e produzir maior biomassa em relacdo aos demais ambientes de crescimento (FAN et
al., 2013).

A maior AF foi observada nas plantas crescidas em ambiente de 0,84 mol m™
d™, indicando que as plantas, quando em condicio de menor luminosidade, investem em
Orgdos fotossintetizantes para aumentar a capacidade de utilizacdo da irradidncias e
alocar os fotoassimilados (LARCHER, 2005).

A maior AF se reflete em uma adaptacdo morfologica da planta na tentativa de
aumentar a captacdo de energia luminosa sob condicGes de restricdo de luz (GONDIM
et al., 2007). Rezende (2012) Silva (2010) e Oliveira (2004) também observaram maior
AF em condicdo de menor irradiancia.

Os maiores valores encontrados para MSR em condic&o maior que 5,4 mol m?
d™* indicam que a irradiancia é um dos fatores determinantes para a produtividade das
plantas, além da producdo de biomassa, por interferir na morfologia, exportacdo e
distribuicdo de fotoassimilados (FAN et al., 2013).

Em condi¢do de pouca luz, como foi observado nas plantas deste estudo
crescidas sob 0,84 mol m™ d, ocorreu diminuicdo do seu crescimento, confirmado com
a gqueda das trocas gasosas e a producdo de biomassa nesta irradiancia de crescimento
(FAN et al., 2013). O aumento na taxa de assimilag&o de carbono cria a possibilidade de
aumentos concomitantes de crescimento (ZAVALA e RAVETTA, 2001).
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5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram que plantas jovens de chich&a em condicdo
de menor irradidncia no ambiente de crescimento apresentaram maior eficiéncia
fotossintética em relacdo ao ambiente de maior irradiancia, ndo tendo apresentado,
nestas condicdes, fotoinibicdo e estresse foto-oxidativo.

Plantas de chicha apresentaram sensibilidade em condi¢fes de alta irradiancia
no ambiente de crescimento. Os resultados indicam que houve fotoinibi¢do cronica e
estresse foto-oxidativo nas plantas mantidas sob a irradiancia de 41,06 mol m?s* e o
aumento da atividade das enzimas antioxidantes ndo foi suficiente para impedir a
peroxidacdo dos lipidios e o extravasamento do conteudo celular, tendo, deste modo,

apresentado menor eficiéncia fotossintética com a evolucdo dos danos celulares.
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