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ATIVIDADE FOTOQUIMICAE PROTEQAO OXIDATIVA EM MUDAS DE
CAJUEIRO EXPOSTAS A SECA E LUMINOSIDADE ELEVADA
Autor: Cristina Silva de Lima
Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira
RESUMO

No presente estudo foram caracterizados mecanismos bioquimicos e fisiologicos
decorrentes da fotoinibicdo e que atuam na modulacdo da atividade fotoquimica e da
protecdo oxidativa, auxiliando na redugdo de danos fotoxidativos, em reposta aos
estresses de seca e luminosidade elevada em cajueiro. As mudas foram obtidas a partir
de sementes e cultivadas em substrato composto pela mistura de areia e vermiculita
(proporcdo 1:1) em sacos plasticos, com volume de 2 L. O estresse hidrico foi aplicado
pela suspencéo da rega (20 dias) em condicdes de casa de vegetagdo. Para a exposi¢ao
aos tratamentos de luminosidade e de recuperagdo ao efeito da luz, as plantas foram
acondicionadas em camara com condi¢fes controladas de umidade relativa (60% £5) e
temperatura (30°C +2). As plantas submetidas ao estresse hidrico apresentaram uma
intensa reducdo da fotossintese quando expostas ao excesso de luz (combinagdo de seca
com luminosidade elevada), se comparadas com aquelas irrigadas. Essa maior
sensibilidade da fixacdo de CO, ao excesso de luz nas plantas sob seca foi relacionada
com uma maior intensidade de danos no aparato fotoquimico, conforme indicado pelas
medidas de eficiéncia quéantica efetiva e taxa aparente de transporte de elétrons. A
reducdo da atividade fotossintética, em resposta ao excesso de luz, foi atribuida em
parte ao processo de fotoinibicdo ocorrido nessas condic¢des, conforme demonstrado
pela dréastica reducdo da eficiéncia quéntica potencial méxima do PSII (dada pela
relacdo Fv/Fm). Os resultados sugerem também que a intensa fotoinibigéo,
desencadeada pelo excesso de luz, pode ter auxiliado na fotoprotecdo, pois nessas
condicBes ndo ocorreu danos oxidativos, conforme indicado pela auséncia de mudancas
no conteudo de H,O, e na peroxidagdo lipidica (contedo de TBARS). Essa prote¢do
fotoquimica, atribuida a fotoinibi¢do nesse estudo, é reforcada devido a ndo ocorréncia
de dissipacdo do excesso de energia por meio do quenching ndo fotoquimico (NPQ),
pois esse mecanismo nao apresentou mudancas significativas apds longos periodos de
exposicdo ao excesso de luz. No entanto, a dissipacdo de energia por meio do NPQ em
respostas a curtos periodos de exposi¢do ao excesso de luz, aqui observado, indica que



quando a atividade do PSII esta normal esse mecanismo é essencial para a protecdo
fotoquimica. O papel da fotoinibigcdo para a protecdo fotoxidativa pode ser atribuido ao
efeito desse processo na reducdo da atividade dos PSII e consequente menor atividade
fotoquimica, o que resultaria na menor transferéncia de elétrons. Essa sugestdo é ainda
reinterada no presente estudo com base na reducdo do conteudo da proteina D1, um dos
principais componentes estrutural e funcional do PSII, e da plastocianina (PC), outro
importante carreador de elétrons. A modulacdo do conteudo dessas proteinas pode ter
contribuido para restringir a formacdo de EROs e consequente danos oxidativos sob
condi¢cdes indutoras de estresse fotoxidativos, como a seca associada com

luminosidades elevadas, nessa espécie.

Palavras-chave: Estresses abioticos, estresse fotoxidativo, fotoquimica, fotoprotecéo,
Anacardium occidentale



PHOTOCHEMICAL ACTIVITY AND OXIDATIVE PROTECTION IN
CASHEW SEEDLINGS EXPOSED TO DROUGHT AND HIGH LIGHT
Author: Cristina Silva de Lima

Adviser: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira

ABSTRACT

In this study were characterized biochemical and physiological mechanisms
arising from photoinhibition that act in the modulation of photochemical activity and
oxidative protection, helping to reduce photo oxidative damage in response to drought
and high light stresses in cashew plants. The seedlings were obtained from seeds and
grown in substrates by mixing sand and vermiculite (ratio 1:1) in plastic bags, with a
volume of 2 liters. Drought stress was imposed by withholding the water supply to the
plants (£ 20 days) in greenhouse conditions. For exposure to light treatments and
recovery to the light effect, the plants were placed in a chamber with controlled
conditions of relative humidity (60% £5) and temperature (30°C £2). The plants
subjected to drought stress showed a marked decrease in photosynthesis when exposed
to excess light (combination of drought with high luminosity), compared with those
irrigated. This higher sensitivity of CO, fixation to excess light on plants under drought
was associated with a higher intensity of damage to the photochemical apparatus, as
indicated by measures of effective quantum efficiency and apparent electron transport
rate. The data show that the reduction of photosynthetic activity in response to excess
light, has been attributed in part to process photoinhibition occurred under these
conditions as shown by a drastic reduction in potential maximum quantum efficiency of
PSII (given by Fv/Fm ratio). The results also suggest that the intense photoinhibition,
triggered by excess light, may have assisted in photoprotection, because under these
conditions there was no oxidative damage, as indicated by the absence of changes in
H.O, content and lipid peroxidation (TBARS content). This photochemistry protection,
assigned to photoinhibition in this study, is enhanced due to non-occurrence of
dissipation of excess energy through non-photochemical quenching (NPQ), because this
mechanism did not show significant changes after long periods of exposure to excessive
light. However, the energy dissipation through NPQ in response to short time of
exposure to excessive light, observed here indicates that when the PSII activity is
normal this mechanism is essential to the protection photochemistry. The role of

photoinhibition for photo oxidative protection can be attributed to the effect of this



process on reducing the activity of PSII and consequent lower photochemical activity,
resulting in lower electron transfer. This suggestion is also reiterated in this study based
on the reduction of the content of D1 protein, a major component of structural and
functional PSII, and plastocyanin (PC), another major carrier of electrons. The
modulation these proteins content may have contributed to restrict the formation of
ROS and consequent oxidative damage under conditions inducing photo oxidatives
stress such as drought associated with high luminosities, in this species.

Keywords: Abiotic Stress, photo oxidative stress, photochemistry, photoprotection,

Anacardium occidentale
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1.  JUSTIFICATIVA E CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

Em areas localizadas em regides semidridas predomina uma combinacao
complexa de fatores de estresses abidticos, envolvendo seca, salinidade, elevada
radiacdo solar e temperaturas relativamente altas (CAVALCANTI et al., 2004;
MITLER, 2006). Esses stresses, isolados e principalmente combinados, podem afetar
diversos processos bioquimicos e fisioldgicos essenciais que comprometem o
funcionamento celular (KREPS et al., 2002; RIZHSKY et al., 2004; MITLER, 2006;
KOTAK et al.,, 2007; KANT et al., 2008). O entendimento preciso dos distdrbios
metabolicos causados pelos efeitos desses fatores abidticos é essencial para a
identificacdo e caracterizacdo de mecanismos diretamente responsaveis pela resisténca
e/ou tolerancia vegetal contra esses estresses.

Mesmo o ambiente semiarido apresentando condicdes desfavoraveis para o
desempenho vegetal, algumas espécies vegetais sdo relativamente bem adaptadas ao
cultivo nessas areas. Essas espécies, a exemplo do que ocorre no cajueiro, parecem estar
condicionadas a esses fatores limitantes por terem desenvolvido mecanismos genéticos,
moleculares e fisiologicos para lidar com essas condicdes adversas (SILVEIRA et al.,
2003). De fato, plantas de cajueiro apresentam bom desenvolvimento quando cultivadas
em locais que apresentam restricdo hidrica, excesso de salinidade e temperaturas
elevadas em diversas areas do semiarido no Brasil (FERREIRA-SILVA et al., 2008;
2011).

O entendimento de componentes metabdlicos responsaveis pela protecdo a seca
e luminosidade elevada presentes de forma isolada e combinada, condicGes tipicas no
semiarido, podera auxiliar na identificacdo de metabolitos, proteinas e bem como de
genes relacionados com mecanismos de defesa celular. No geral, os mecanismos
moleculares, bioguimicos e fisioldgicos envolvidos nas respostas das plantas aos
estresses combinados sdo complexos (KREPS et al., 2002; RIZHSKY et al., 2004;
MITLER, 2006; KOTAK et al., 2007; KANT et al., 2008). No entanto, informacdes
claras desses mecanismos sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas
estratégias de manipulacdo genética visando o aumento da resiténcia das plantas a
estresses abioticos (VALLIYODAN e NGUYEN, 2006).

O metabolismo oxidativo é correntemente a area mais promissora da biologia
vegetal para investigar redes metabolicas complexas, envolvidas na resposta a estresses
ambientais (MITTLER et al.,, 2004, GECHEV e HILLE, 2005, M@LLER et al.,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847211001365#bib0235
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847211001365#bib0120
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0098847211001365#bib0240

19

2007; SLESAK et al., 2007). Esse consenso ¢ atribuido ao fato de que as mudancas do
estado de oxido-reducdo, no ambiente celular, podem modular uma diversidade de
respostas metabolicas, envolvendo principalmente a atividade enzimaética e a expressao
génica, podendo levar a uma nova homeostase celular compativel com a resisténcia
(PFANNSCHMIDT, 2003; WAGNER et al., 2008; VASSILIEVe BRUCE; 2008;). No
entanto, apesar de o metabolismo oxidativo representar uma rota comum para as vias de
sinalizagdo envolvidas com a expressdo de genes relacionados com a tolerancia a
estresses (NEILL et al., 2002), o entendimento preciso destes processos ainda é
bastante restrito (MITTLER, 2002 e MITTLER et al., 2004).

Os estresses de luminosidade elevada e de deficiéncia hidrica podem causar uma
acumulacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio na celula vegetal, podendo levar
a expressivos danos oxidativos (BJORKMAN e POWLES,1984). Esses fatores podem
ainda interagir de forma negativa quando presentes simultaneamente, em funcdo do
excesso de radiacdo poder intensificar os danos oxidativos causados pelo estresse
hidrico (BJORKMAN et al., 1980). Nas plantas submetidas a deficiéncia hidrica ha uma
diminuicdo da atividade fotossintética causada, em grande parte, pela restricdo
estomatica, devido a limitacdo do influxo de CO, para o mesofilo foliar (CORNIC,
2000; CHAVES et al., 2003). Nessas condigdes, 0 excesso de luz pode causar uma
super reducdo dos sistema de carreamento de elétrons nos cloroplastos, potencializando
a geracdo de danos oxidativos (NISHI'YAMA et al., 2006).

Estudos tem demonstrado que a combinacdo dos estresses de baixa umidade
relativa e luz elevada predispem as plantas a fotoinibicdo, levando a reducdo da
fixacdo de CO, podendo levar a danos oxidativos e morte celular (CHAVES e
OLIVEIRA, 2004). Assim, os estresses hidrico e de luminosidade elevada podem estar
diretamente relacionados com a modulacdo de processos metabdlicos vitais na célula,
como a fotossintese e disturbios oxidativos. Dessa forma, espécies que apresentam
relativa aclimatacdo a ambientes onde predominam esses fatores, como 0 cajueiro,
podem representar modelos de estudo capazes de apresentar respostas metabdlicas
compativeis com a protecdo celular nessas condi¢des. Ainda mais elucidativos, podem
ser estudos que utilizam essas espécies quando expostas a aplicacdo simultanea de dois
estresses interativos (como seca e excesso de luz), os quais podem contribuir para o
entendimento dos danos metabolicos que comprometem o desempenho vegetal no

semiarido.
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2.  REFERENCIAL TEORICO

2.1. Respostas fotossintéticas a deficiéncia hidrica e ao estresse de luminosidade
elevada

A fotossintese é composta de dois diferentes processos: etapa fotoquimica e de
fixacdo de carbono. A fixacdo de carbono requer a energia do ATP e equivalentes
redutores NADPH gerados pelas reaces fotoquimicas. Esta consiste de uma série de
etapas realizadas por quatro complexos proteicos localizados na membrana do tilacoide,
incluindo dois fotossistemas (FSs), um complexo citocromo bg f € uma sintase do ATP
(NELSON e BEN-SHEM, 2004; NELSON e YOCUM, 2006) (Figura 1). Os fétons
absorvidos pelos complexos antena de cada FS é convertido em energia de excitacao,
que é necessaria para induzir a separacdo de cargas no centro de reacdo (VASSILIEV e
BRUCE, 2008; MUH et al., 2012). A separacdo de carga dirige o transporte de elétrons
entre os dois fotossistemas para gerar NADPH e ATP no processo (NELSON e BEN-
SHEM, 2004). Os quatro supercomplexos nas membranas do tilacéide, cooperam em
série, para realizar a reacdo fotoquimica (ANDERSSON e ANDERSON, 1980;
KOURIL etal., 2012; NEVO et al., 2012) (Figura 2).

As plantas crescem sob continuas mudancas das intensidades de luz, dessa forma
a luz é o fator ambiental mais dominante na regulacdo das atividades fotossintéticas
(NISHIYAMA et al., 2001; VASS, 2012). Alias, a fotossintese € o primeiro alvo
fisiolégico de outros estresses ambientais: salinidade, altas temperaturas e seca
(MUNNS e TESTER, 2008; LIU e HUANG, 2008; CHAVES et al. 2009). O estresse
hidrico induz muitas respostas fisiologicas, bioquimicas e moleculares em que a
fotossintese é bastante afetada (CHAVES et al., 2009). Contudo, ha uma antiga
controvérsia se o estresse hidrico primariamente limita a fotossintese pelo fechamento
estomatico (CHAVES et al., 2009), através da reduzida condutdncia do mesofilo
(MASSACCI e LORETO, 2001; CENTRITTO et al., 2003; FLEXAS et al., 2004) ou
pelo prejuizo metabdlico (BOYER, 1976; LAWLOR, 1995).

Geralmente, durante o inicio do estresse hidrico, a limitagdo estomatica é
responsavel pelo declinio da fotossintese (CHAVES, 1991; CORNIC, 2000). Com o
progresso do estresse hidrico e desidratagdo do tecido, ocorre um prejuizo metabolico
gradual (KAISER, 1987), incluindo a limitacdo da fotofosforilagdo (YOUNIS et al.,
1979; TEZARA et al, 1999), regeneracdo da Ribulose 1-5 bifosfato (RuBP)
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(GIMENEZ et al., 1992; GUNASEKERA e BWEKOWITZ, 1993), e atividade da
Rubisco (MAROCO et al., 2002; PARRY et al., 2002).

Embora respostas das plantas ao estresse hidrico sejam relativamente bem
conhecidas, o desempenho vegetal sob um ambiente mais complexo onde 0s estresses
sdo multiplos é fragmentado. Isto é devido, pelo menos em parte, ao fato de que as
respostas vegetais a estresses simultaneos (seca, luz excessiva e calor) que podem ter
ocorréncia comum no campo geralmente ndo s&o inferidas de estudos de fatores
individuais (MITLER, 2002). Por exemplo, plantas frequentemente absorvem mais
energia luminosa do que elas necessitam para fotossintese sob estas condigcdes de
estresse. Nesse caso a capacidade das reacOes que convertem energia solar em energia
quimica é limitada e esse disturbio na captacdo da energia luminosa pode gerar um
desequilibrio na producdo de NADPH e ATP e as reacfes de fixacdo de carbono da
fotossintese, além de reforcar a inativacdo do FSII quando as plantas estdo submetidas a
condicdo de deficiéncia hidrica (BJORKMAN e POWLES, 1984; VALLADARES e
PEARCY, 1997).

A 8 (= 2 (&)
i
b tond :
D =eLX3
1wl oo
0 PSsI Psi
§ otst  § sintase do ATP

[Gimen

tilacdides 3

=

Figura 1. Cloroplasto e organizagdo do tilacoide. Figura esquematica da organizacao
A) dos tilacoides no cloroplasto e B) das proteinas membranares fotossintéticas
na membrana do tilacéide. Modelo modificado por Dekker e Boekema 2005.

Nessas condi¢Bes, em que ocorre excesso de absor¢do da energia luminosa, ha
acumulo de energia de excitacdo nos cloroplastos a qual pode causar danos aos centros
de reacOes dos fotossistemas (GUO et al, 2007). Esses danos podem levar a foto-
inibicdo, o que corresponde a um processo fisiologico caracterizado pela reducéo lenta e
reversivel da atividade fotossintética, como resultado da exposi¢do a radiagdo excessiva
(LONG et al., 1994; LI et al., 2009).
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Figura 2. ReagBes na fotossintese. A fotossintese se inicia com excitagdo das
clorofilas no complexo coletor de luz Il (LHC). A energia é transferida para o
centro de reacdo do fotossistema Il. Ao mesmo tempo, uma molécula de &gua ligada ao FSII no
lado do lumen da membrana é oxidada no cluster de manganés (Mn). Um elétron é excitado e
um préton (H") é liberado. FSII encaminha o elétron excitado através do pool de plastoquinona
(PQ), citocromo bgf e plastocianina ao FSI onde o elétron é novamente excitado. Através de
ferredoxina (Fd) e ferredoxina NADP™ redutase (FNR) o elétron e um préton formam NADPH.
Este transporte de elétrons também resulta em um gradiente de préton, o que leva a sintase do
ATP, a formar ATP. (Rochaix, 2011).

Quando células fotossintéticas sdo expostas a luz em qualquer intensidade
ocorrem dois fendmenos, nomeados, inativacdo do FSII induzida pela luz (fotodano ou
fotoinativacdo) e reparo do FSII fotodanificado. A extensdo da fotoinibicdo do FSII
depende do balanco entre fotodano e a taxa de reparo. A taxa do fotodano e a taxa de
reparo do FSII s&o relacionadas com a intensidade de luz incidente. Sob intensidades de
luz de aproximadamente 50 a 200 pmol m™s™, a taxa de reparo é muito maior que a taxa
do fotodano, para a maioria das plantas Cs. Quase todo FSII esta na forma ativa, o grau
de fotoinibicdo, ou seja, o nivel de FSII inativo é baixo. Sob intensidade de luz de
aproximadamente 1000 pmol m™s™, a taxa de fotodano é maior que a taxa de reparo. A
900 pmol m™s™, a taxa de fotodano e reparo sdo balanceadas, onde aproximadamente
metade do FSII é inativo e a extensdo da fotoinibicdo € aproximadamente 50%
(MURATA et al., 2012).

Como os niveis de radiagdo ndo so variam entre diferentes habitats, mas também
flutuam ao longo do dia e ao longo do ano, as plantas adquiriram diversas habilidades
para se adaptar a diferentes intensidades de luz (SUORSA et al., 2012). Ha ajustes a
nivel morfoldgico e anatbmico, bem como a nivel celular e subcelular. Esses ajustes
podem ser divididos em respostas de curto ou longo prazo, que ocorrem em escalas de
tempo de segundos e minutos até varios dias, respectivamente (BAILEY et al., 2004;
DIETZEL e PFANNSCHMIDT, 2008). Tradicionalmente, as respostas de curto prazo
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incluem: (1) a dissipacdo do excesso de energia luminosa como calor, que é um
componente da dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) (HORTON et al., 1996; MULLER et
al., 2001); e (2) estado de transi¢cdo, em que a quinase de estado de transicdo7 (STN7)
catalisa a fosforilacdo no complexo coletor de luz Il (LHCII), que transfere energia de
excitacdo ndo apenas para o FSII mas também para o FSI (ALLEN e FORSBERG,
2001).

Contrariamente, respostas de longo prazo a luz, surgem de mudancas na
expressao génica, alterando as quantidades e estequiometria das proteinas fotossintéticas
e complexos proteicos (PFANNSCHMIDT, 2003; WAGNER et al.,, 2008). Outras
respostas de aclimatacdo a luz incluem movimento das folhas e do cloroplasto e
alteracdes no grau do empilhamento granal (ANDERSON e ARO, 1994), assim como
na espessura das cuticulas e camadas de tricomas. Isso ocorre porque todo o corpo de
uma espécie de planta estd adaptado para o macroclima predominante em seu habitat
natural. O tamanho, o nimero total e o arranjo das folhas estdo adaptados ao ambiente
de luz. Plantas crescidas em regides de limitacdo de luz desenvolvem folhas grandes
para recolher o maximo de luz. Em regides com alta incidéncia luminosa as plantas
desenvolvem pequenas folhas, dispostas de modo que o sombreamento mutuo ocorra.
Algumas plantas parecem ter evoluido a capacidade de alterar o angulo das folhas, a fim
de ajustar a superficie que € exposta a luz (KOLLER, 1990).

Dentre os ajustes em um nivel celular, espécies-especificas, podemos citar:
mudanca na arquitetura das folhas, a maneira como as células sdo reunidas, bem como a
proporcao de mesofilo palicadico e esponjoso. Também as propriedades da epiderme e
da cuticula, como a presenca de pélos, ceras ou 0 nimero de estdmatos influencia a
quantidade de luz absorvida pela planta (BUCHANAN et al., 2000). A nivel subcelular
0 namero total de cloroplastos e a orientacdo deles (HAUPT, 1990) e o empacotamento
da membrana do tilacéide (cloroplasto sombreados) ou pequenos granos (cloroplasto
ensolarados) podem ser adaptados (LICHTENTHALER et al., 1981). Muitas respostas a
intensidades varidveis de luz acontecem a nivel molecular e bioquimico. A composi¢do
de proteinas e outros compostos sdo constantemente arranjados para maximizar o
desempenho fotossintético e o desenvolvimento em geral (DEMMIG-ADAMS e
ADAMS, 1992).
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2.2.  Fluorescéncia como uma medida da atividade fotossintética

O processo de absorcdo de luz pelos pigmentos fornece um modo de
determinacéo do desempenho fotossintéetico. Clorofilas ou outros pigmentos absorvem a
luz e as transmitem para os centros de reacdo. Principalmente clorofila a constitue a
antena, mas, isto pode variar com as espécies. Se 0 excesso de radiacdo age sobre 0s
pigmentos, pode ndo haver centros de reacdo abertos o suficiente para capturar toda a
excitacdo fornecida e mais energia devera ser dissipada como calor ou fluorescéncia
(FALKOWSKI e RAVEN, 1997). Em 1931, Kautsky descobriu que a iluminagdo de
uma folha adaptada ao escuro, origina um aumento rapido na fluorescéncia, seguido de
um lento declinio - o efeito de Kautsky (GOVINDJEE, 1995).

Os centros de reacdo estdo abertos, se eles sdo capazes de utilizar a energia de
um foton absorvido para transferir um elétron para plastoquinona. Quando a
plastoquinona é reduzida, os fétons que chegam ao centro de reacdo ndao podem ser
utilizados até que o préximo aceptor receba o elétron, reoxidando a plastoquinona.
Nesta situacdo, os centros de reacdo encontram-se fechados e nesse caso, mais fotons
séo reemitidos como fluorescéncia (RUBAN e JOHNSON, 2010).

Todos os centros de reacdo sdao abertos quando as células sdo adaptadas ao
escuro. Na fluorometria modulada, um pulso saturante de luz € usado para fechar todos
0s centros de reacdo rapidamente, e a Fp, fluorescéncia maxima, é obtida. Fo é a
fluorescéncia minima constante no escuro quando todos centros de reacao estdo abertos
(RUBAN e JOHNSON, 2010) e fluorescéncia variavel, F, é o valor de fluorescéncia
que resulta da subtracdo do Fq a partir de F,, (KOOTEN e SNEL, 1990). O maximo
rendimento quéantico potencial do fotossistema Il € dada pela razdo F./Fn, medido em
material adaptado ao escuro.

Se o aparelho fotossintético é submetido a uma dada intensidade de luz actinica,
a fluorescéncia basal é denotada como Fo'(fluorescéncia minima de um aparelho
fotossintético adaptado a uma dada intensidade de luz actinica), e um pulso de saturacéo
na mesma intensidade de luz actinica determina Fy', 0 maximo de fluorescéncia em
dadas condi¢Bes de adaptacdo a luz (CARTAXANA e SERODIO, 2008), alterando
consequentemente F,-.

Em folhas adaptadas a luz, o rendimento quéantico efetivo do fotossistema Il é
dado pelo produto do rendimento quantico dos centros reacionais do fotossistema Il

adaptado a luz pelo coeficiente de extin¢do fotoquimica, gP, que representa a fracdo dos
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centros reacionais abertos do FSII. Curvas répidas de luz (RLCs) proporcionam ainda
uma estimativa da eficiéncia fotossintética (o), a capacidade, dada pelas taxas maximas
de transporte de eletrons relativos (ETR m) e do indice de saturagdo de luz (EK)
(WHITE e CRITCHLEY, 1999; SERODIO et al, 2006; BELSHE et al, 2007), através
da construcdo de curvas que relacionam a intensidade PAR e ETR observadas, e mais
tarde com o ETR esperado (PLATT e JASSBY, 1976). Como tal, os rendimentos
podem ser utilizados para estimar a atividade fotossintética de cloroplastos em qualquer

intensidade de luz dada, e em diferentes condi¢fes estressantes.

2.3. Estresse fotoxidativo

Além do fotodano aos centros de reacdes, a exposicao a forte radiancia causa
superexcitacdo do aparato fotossintético que induz a producdo de perigosas espécies
reativas de oxigénio (EROs) (NISHIYAMA et al., 2001; VASS, 2012). Quando as
plantas absorvem mais luz do que elas podem usar pela fotoquimica ha um excesso de
entrada de elétrons do complexo de evolugdo do oxigénio sobre a saida de elétrons via
reducdo de CO, nas reacBes do ciclo de Calvin. Isto leva a acumulacdo de elétrons
dentro da maquinaria fotossintética. Em paralelo, a pressdo parcial de O, é crescente
devido aos altos niveis de clivagem da agua. Sob condicGes de alta luz, contudo, o
relaxamento do estado de energia de um composto especifico ocorre muito mais
lentamente porque a cadeia de transporte de elétrons esta sobrecarregada, assim
aumentando a probabilidade de transferéncia de energia para o O, (NIYOGI, 1999).
Nestas circunstancias, quantidades consideraveis de energia sdo transferida das
clorofilas ao O,, e com isto altos niveis de EROs sdo formados (NISHIYAMA et al.,
2006) (Figura 3).

As EROs mais proeminentes sdo os radicais superéxido (O,*), os radicais
perhidroxila (HO;®), peréxido de hidrogénio (H,0O,), hidroxil (OH®) e o oxigénio
singleto (*0,). O 0,*, H,0, e OH® sdo produzidos como resultado do transporte de
elétrons, enquanto o 'O, é produzido como resultado da transferéncia de energia de
excitacdo (ASADA, 1999). Particularmente H,O, pode facilmente passar as membranas
bioldgicas e causar danos as células (KRIEGER-LISZKAY, 2005; VAN BREUSEGEN
e DAT, 2006). Além disso, quando a disponibilidade de NADP*/NADPH for
essencialmente reduzida, o lado aceptor do FSI e a ferredoxina podem reduzir
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diretamente o oxigénio molecular (MEHLER, 1951), formando O,°* que é processado a
H,O, pela dismutase do superdxido (SOD) (ASADA, 2006). O peroxido de hidrogénio,
por sua vez pode ser transformado em OH® e OH™ por ligantes de metais reduzidos
(reacdo de Fenton) como o ferro-enxofre (MITLER, 2002). Assim, nas organelas e
membranas celulares o dano oxidativo pode se propagar rapidamente, desencadeando
reacOes em cadeia geradoras de radicais peroxil (ROQO), particularmente em membranas
enriquecidas com &cidos graxos insaturados, tais como tilacdides ou membrana
plasmatica (NI'YOG, 1999).

Sendo a principal fonte de formacdo de EROs, a maquinaria fotossintética é
também a estrutura mais suscetivel de ser danificada pelo excesso de radiagdo. O alvo
principal de dano fotoxidativo é o fotossistema Il (FSII), especialmente a proteina do
seu centro de reacdo D1, que esta ligada a maioria dos cofatores envolvidos na
separacdo de carga e transporte de elétrons (BARBER e ANDERSON, 1992; ARO et
al.,, 1993; YAMAMOTO et al.,, 2008). O dano oxidativo a qualquer parte dos
fotossistemas diminui a eficiéncia e a taxa maxima de fotossintese, um processo
chamado de fotoxidacédo ou fotoinibicdo (KOK, 1956; MATSUBAR e CHOW, 2004).
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Figura 3. A producdo de EROs na membrana do tilacéide. A producdo de EROs é
aumentada pela luz forte e também pela desaceleracdo do ciclo de Calvin. As setas
vermelhas indicam transporte de elétrons e a seta preta indica a transferéncia de
excitacdo de energia. Fd, Ferredoxina; OEC, Complexo Evolu¢do do Oxigénio; PC,
Plastocianina (NISHIYAMA et al., 2006).

Para evitar formacao massiva de radicais livres, as plantas desenvolveram varios
mecanismos para prevenir ou reduzir danos oxidativos durante a exposicdo a
luminosidade elevada. Eles incluem varias vias alternativas de dissipagdo de energia

(Tabela 1) e multiplos sistemas antioxidantes (JALEEL et al., 2009).
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Tabela 1. Processos de fotoprotegcéo e tempo de ocorréncia

Processo Meétodo de protecdo Intervalo de tempo
Movimento folha/cloroplasto Fuga da luz Minutos-horas- dias
Reducéo do tamanho da antena  Fuga da luz Horas-dias

Estado de transi¢cdo Balanceamento Minutos

Ciclo das xantofilas Disssipacéo de calor Minutos

Entretanto, essas estratégias nao sdo totalmente eficientes e ocorre a formacéo de
EROs. Assim, o sistema antioxidativo é sempre ativo, visto que, tanto o transporte de
elétrons fotossintéticos como o respiratorio mitocondrial tem um vazamento basal de
EROs (ZHANG et al., 2011; FOYER et al., 2012). Cerca de 5% dos elétrons sdo
transferidos ao oxigénio também sob condicdo ambiente (SCHOPFER e BRENNICKE,
1999). A eliminagdo das EROs € realizada atraves de diferentes enzimas e alguns
antioxidantes de baixo peso molecular, tais como ascorbato (vitamina C), glutationa e a-
tocoferol (vitamina E) (ASADA, 2006; JALEEL et al., 2009).

Duas enzimas desempenham um papel importante na desintoxicacdo de EROs
no cloroplasto: a dismutase do superéxido (SOD), a qual catalisa a reacédo de 2 O,* e 2
H* a0, e HyO, e a peroxidase do ascorbato (APX), a qual oxida 2 moléculas de
ascorbato para reduzir H,O, para 2 H,O (IVANOV, 1998). O ascorbato é restaurado
pela reacdo espontanea de 2 moléculas de monodeidroascorbato a deidroascorbato e
ascorbato. Deidroascorbato € reduzido para o acido ascérbico pela redutase do
deidroascorbato, que se oxida e condensa 2 moléculas de glutationa nesta reacdo. As
glutationas oxidadas séo reduzidas pela redutase da glutationa, que usa NADPH como
doador de elétrons que reduz o pool de NADPH, possibilitando a passagem normal de
elétrons pela CTE (MASTROPASQUA et al., 2012).

Outra enzima antioxidante, desta vez responsavel pela desintoxicacdo de EROs
nos peroxissomos € a catalase que converte 2 H,O; a 2 O, e H,O (ASADA, 2006).
Além das enzimas, temos outras moléculas antioxidantes como o a-tocoferol, que é
integrado as membranas fotossintéticas e fornece protecdo contra oxidacdo lipidica
(HAVAUX et al., 2005), e os carotendides (vitamina A), que tém um papel importante
como antioxidante em membranas (WOITSCH e ROMER, 2005).

Alids, os carotendides presentes nos complexos antena sdo considerados a

primeira linha de defesa das plantas contra toxicidade do oxigénio singleto (*O,) devido
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a sua capacidade para extinguir 1O, e clorofilas tripleto através de dois mecanismos, um
fisico e um quimico. O primeiro envolve a transferéncia da energia de excitacdo seguida
por dissipacdo na forma de calor e o segundo envolve a reagdo quimica com o 'O,
(EDGE et al., 1997; NOCTOR e FOYER, 1998; STAHL e SIES, 2003;
TRIANTAPHYLIDES e HAVAUX, 2009). O mecanismo quimico de extincio do O,
com os carotendides é uma reacdo secundaria de menor importancia se comparado com
0 mecanismo fisico (EDGE et al., 1997;STAHL e SIES, 2003).

O papel desses antioxidantes na protecdo do FSII da fotoinibicdo sempre ficou
demonstrado em pesquisas anteriores, mas faltava determinar se eles afetavam
diretamente o fotodano ou o reparo do FSII fotodanificado. O monitoramento da taxa de
fotodano e da taxa de reparo separadamente e exame dos respectivos efeitos dos varios
distdrbios nos dois processos, permitiu a indicacdo de que mais do que protecdo do FSlI
ao fotodano, os antioxidantes estimulam a sintese de proteinas, com reparacgéo resultante
do FSII e mitigagdo de fotoinibigdo. (MURATA et al. 2012).

2.4.  Mecanismos celulares de fotoprotecéo

Para proteger o cloroplasto do dano de energia luminosa excedente durante o
estresse hidrico, as plantas desenvolveram mecanismos de tolerancia para elimina-los
rapidamente. Acredita-se que a dissipacdo térmica da energia luminosa, absorvida em
excesso (medida como dissipacdo nao fotoquimica, NPQ) pelo complexo antena coletor
de luz do FSII, seja um dos mais importantes mecanismos regulatorios ativados
rapidadamente (HOLT et al., 2004; HORTON et al., 2005; LAVAUD e KROTH,
2006). Em plantas superiores, NPQ é acionado pela formacdo de um gradiente de
protons trans-tilacoide (ApH) dirigido pela luz, em que ambos, a protonacdo do
complexo antena coletor de luz e a produgdo de xantofilas de-epoxidadas estdo
envolvidas (LAVAUD e KROTH, 2006).

Estes mecanismos de dissipagdo de energia sdo indicados por declinios na
fluorescéncia da clorofila a, traduzidos pelos coeficientes de extin¢do da fluorescéncia,
(coeficiente de extin¢ao fotoquimico, qP e coeficiente de extin¢do ndo fotoquimico, gN)
mensuraveis com fluorimetros de luz modulada. Ent&o, os efeitos dos fatores climaticos
ou regimes hidricos no desempenho fotossintético das plantas podem ser rapidamente
avaliados pela medicdo da fluorescéncia da clorofila, que ¢ um método néo invasivo e

ndo destrutivo (BAKER, 2008). Este método tem sido frequentemente usado como um
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potencial indicador de estresse ambiental e como um método de selecdo de plantas
resistentes a esses estresses (GUO et al., 2005). Os rendimentos quanticos: i) do FSII
(AF/Fm’), ii) da dissipacdo de energia regulada (YNPQ ), e iii) da dissipacédo de energia
ndo regulada (YNO ), que descrevem o destino da energia no FSII, ddo indicacGes
sobre a capacidade das plantas de se defrontarem com o excesso de energia de excitacéo
(KLUGHAMMER e SCHREIBER, 2008).

Uma das formas de aliviar a pressdo de excitacdo sobre os fotossistemas é o
ajustamento do tamanho da antena de coleta. Por mecanismos que sao principalmente
baseados em regulagdo por retroalimentacdo, o tamanho da antena pode ser aumentado
se as taxas da fotossintese sdo limitadas pela absor¢do de luz ou diminuidas durante
periodos de excesso de luz (NIYOGI, 1999). O tamanho bésico da antena é determinado
em longo prazo pela aclimatacdo a flutuacGes de luz dos habitats das plantas e €
regulada pelos niveis de expressdo do gene lhc e/ou degradacdo da proteina Lhc
(LINDAHL et al., 1995). Em curto prazo alteragdes dos complexos antena sdo
destacadas e redistribuidas no interior da membrana do tilacdide num processo
denominado de estado de transi¢do. Este processo € controlado pelo estado redox do
pool de plastoquinona (ALLEN, 2003). Em condicBes fotoinibitérias o pool de
plastoquinona € reduzido. Isso ativa a quinase que especificamente fosforila proteinas
periféricas Lhcll, que, posteriormente, perdem o contato com o complexo nuclear de
FSIl e sdo redirecionados e ligados ao complexo nuclear de FSI (ALLEN, 1995).
Enquanto a reducdo do tamanho da antena do FSII diminui a pressdo de excitacdo em
FSII, ainda esta sendo discutido de forma controversa, se a transferéncia para o FSI esta
contribuindo para fotoprotecdo. Por um lado, a passagem do fluxo de energia de
excitacdo para FSI esta proporcionando um melhor fluxo de elétrons através do FSII.
Por outro lado, ha resultados que indicam que o sistema de quinase parece ser inativado
sob condigGes de estresse de luz (RINTAMAKI et al., 1997).

Outra estratégia de fotoprotecdo é drenar as altas taxas de transporte de elétrons
através da cadeia transportadora de elétrons em condi¢bes fotoinibitdrias
(TAKAHASHI et al., 2009). Nisto, os prolongados periodos de meia-vida de estados de
alta energia de cofatores fotossintéticos sdo reduzidos e menos energia pode ser
transferida para o oxigénio, logo, menos radicais sdo formados. A dissipacédo de elétrons
dos fotossistemas sobrecarregados pode ser alcancada através do aumento da funcgédo
oxigenase da ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco). Nesse processo,
chamado fotorrespiragdo, glicolato-2-fosfato é produzido e posteriormente metabolizado
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na via fotorrespiratoria para formar o intermediario glicerato-3-fosfato do ciclo de
Calvin. Durante este processo metabolico, CO, e NH; sdo produzidos e ATP e
equivalentes redutores sdo consumidos (Figura 4) (FOYER et al., 2009). Embora isto
leve a uma reducdo das taxas de assimilacdo de CO, fotossintética, precisamente essa
ineficiéncia pode servir como dreno de energia e previnir a fotoinibicdo. (WINGLER et
al., 2000; TAKAHASHI et al., 2007).
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Figura 4. Rota da fotorrespiracdo. 1- Rubisco; 2- Fosfoglicolato fosfatase; 3- glicolato
oxidase; 4-serina: glioxilato aminotransferase; 5- glutamato:glioxilato aminotransferase;
6-glicina  descarboxilase; 7-serina  hidroximetil transferase; 8-redutase do
hidroxipiruvato; 9- quinase do glicerato; 10- sintetase da glutamina; 11- sintase do
glutamato; 12-trocadores dicarboxilato; 13-catalase. (Foyer, 2009).

Outro caminho dependente de oxigénio para manter o fluxo de elétrons sob
condicGes fotoinibitorias é referido como transporte de elétrons pseudociclico ou ciclo
agua-agua. Este processo se utiliza da elevada eficiéncia das enzimas de desintoxicacdo
das EROs, geradas no lado aceptor de FSI através da reacdo Mehler (MEHLER, 1951).
Durante o processo, superéxido esta sendo processado a H,O, através da SOD seguido
pela formacdo de agua pela peroxidase do ascorbato. O ascorbato oxidado durante esta
reacdo esta sendo reduzido novamente pela redutase do ascorbato, que oxida duas
moléculas de glutationa. Glutationa condensada € reduzida por NADPH, que é
produzido pelas reacdes fotoquimicas. Nesta forma, os quatro elétrons obtidos a partir
de H,O sdo consumidos no final da cadeia de transporte de elétrons através da reducéao

de O, para agua (ASADA, 1999). Estima-se que este ciclo pode atingir entre 10% e
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30% dos niveis normais de transporte lineares de elétrons (BIEHLER e FOCK, 1996;
LOVELOCK e WINTER, 1996). Desta maneira a producédo controlada de O, " e H,0,
pode ajudar a prevenir a descontrolada formacao de EROs.

Duas vias de transporte de elétrons (linear e ciclico) ocorrem nas membranas
fotossintéticas onde os elétrons podem ser alternados entre o FSII ou FSI. Acredita-se
que este ultimo represente um papel importante na fotoprotecdo. No lado aceptor do FSI
basicamente dois sistemas estdo competindo pelo poder redutor da ferredoxina. A
energia pode ser utilizada para reduzir NADP" pela ferredoxina-NADP*-redutase, ou
pode ser oxidado por uma plastoquinona ferredoxina- oxidorredutase (Figura 5)
(BENDALL e MANASSE, 1995). Ao entrar no segundo sistema, os elétrons séo
reintroduzidos no pool de plastoquinona de onde podem ser passados até citocromo bg f
e depois voltar para FSI. Desta forma, o transporte ciclico de elétrons ndo é apenas
usado em condicdes de estresse de luz, mas em todas as condi¢Bes, quando o ATP
adicional € necessario, uma vez que a passagem de elétrons de plastoquinol a FSI é
acompanhado pelo transporte de H* no Iimen do tilacéide, aumentando a sintese de
ATP (HALL e RAO, 1999; JOHNSON, 2011). Enquanto a contribui¢do do transporte
de elétrons ciclico na fotoprotecdo de FSII ainda ndo foi bem elucidada, tem sido
mostrado que no caso de um pool de plastoquinona largamente reduzido, elétrons de
alta energia, podem ser transferidos das plastoquinonas e feofitinas para o citocromo bg
f. De 14, eles podem ser retornados para a clorofila, prevenindo assim a formacdo de
clorofila tripleto (BARBER e DE LAS RIVAS, 1993; TAKAHASHI et al., 2009).
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Figura 5. Modelo da organizacgdo estrutural da cadeia fotossintética nas configuracfes
de transporte de elétrons linear (esquerda) e ciclico (direita) (Joliot e Johnson, 2011).
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2.5. Reparo do sistema FSII e turnover da proteina D1

Elétrons que escapam da cadeia transportadora de elétrons estdo livres para
reagir com o oxigénio e produzir EROs. Formacdo de EROs pode causar fotoinibicao
do FSII do lado aceptor ou doador (Figura 6). Do lado doador, a transferéncia de

+

elétrons de Tyr ;* para P680" é interrompida e 0 P680™ ou Tyr ;* altamente oxidantes
podem conduzir a oxidacdo de moléculas vizinhas, tais como pigmentos e aminoacidos
ou produzir EROs, tais como superdxido (NAPIWOTZKI et al., 1997). P680" parece ser
a principal causa dos danos diretos a proteina D1 no centro de reacdo, em condi¢des
normais de luz (YAMAMOTO, 2001). Por sua vez, na fotoinativacdo do lado do
aceptor, a recombinacéo do aceptor de elétrons primario Pheo” com P680" podem gerar
P680 tripleto, o qual reage com o oxigénio e gera 'O , (YAMAMOTO et al., 2008). Isto
acontece por uma reducdo excessiva de Qa invertendo o fluxo de elétrons, ou pela
recombinacédo de carga entre os lados doador e aceptor (MURATA et al., 2007). Se Q a
é duplamente reduzido a Qa 2~ ou estabilizada por protonacdo (QaH »), a fotossintese é
também inibida (SARVIKAS et al., 2010). Os elétrons podem também vazar quando
sdo transferidos do aceptor secundario de plastoquinona Qg ao pool de plastoquinonas,
originando O,* (YAMAMOTO et al., 2008). Estas EROs irdo danificar os componentes
do FSII, principalmente a proteina D1.

Varios mecanismos estdo presentes em plantas para protegé-las da formacéo de
EROs, especialmente em plantas expostas ao estresse ambiental. Apesar destes
mecanismos protetores, danos fotoxidativos bem como a fotoinibicdo sdo inevitaveis
(TAKAHASHI e MURATA, 2008). Este ultimo, por sua vez, resulta em danos com
subsequente degradacdo da proteina D1 conjuntamente com uma diminuicdo das
proteinas do complexo coletor de luz (ARO et al., 1993). As plantas sobrevivem a esta
fotoinibicao através de um sistema de reparacdo eficiente, que envolve a degradacéo da
proteina D1 danificada e a sua rapida substituicdo por uma copia sintetizada de novo
(HAURBUHL et al., 2001; NIXON et al., 2010). A atividade do FSII depende do balanco
entre a taxa do fotodano e do seu reparo e a fotoinibicdo do FSII se torna aparente
quando a taxa de fotodano excede a taxa de reparo (TAKAHASHI e MURATA, 2008;
NISHIYAMA et al., 2011).
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Figura 6. Danos ao FSII pelo fotoinibicdo do lado aceptor e doador. (A) A fotoinibicao
do lado doador do FSII. (B)Fotoinibicdo do lado aceptor. Na fotoinibi¢cdo do lado
doador, o P680" parece ser a principal causa dos danos diretos a proteina D1 no centro
reacdo FSII, enquanto na fotoinibicdo do lado aceptor, o excesso de luz induz a
formacdo de 'O,, que danifica proteina D1. (Yamamoto et al., 2008).

Tem sido demonstrado que o fotodano é atribuido a absorcdo de luz diretamente
pelo complexo de evolucdo do oxigénio (Figura 6) (ZHANG et al., 2011). Quando o
complexo de evolucdo do oxigénio é danificado, o suprimento de elétrons para o centro
de reacdo oxidado (P680") é interrompido. Esse forte oxidante pode danificar os
aminoéacidos proximos, principalmente da proteina D1 (NISHIYAMA et al., 2011). O
complexo de evolugdo do oxigénio danificado possibilita o acesso de moléculas de
oxigénio ao P680, com geracdo resultante de superdxidos e outras EROs que podem
causar danos oxidativos aos centros de reacdo (NISHIYAMA et al., 2006).

Os danos estruturais da proteina D1 podem levar a mudangas de conformacédo do
centro reacdo do FSII, impedimento de transferéncia de elétrons e consequente
inativacdo parcial ou total do centro de reacdo FSII (YAMAMOTO et al., 2008). Danos
e reparos da proteina D1 ocorrem simultaneamente sob estresse de luminosidade
elevada e seu equilibrio determina o grau de fotoinibicdo. Somente quando a taxa de
reparo € igual a taxa de danos, é que a fotoinibicdo pode ser evitada. Por conseguinte, a
manutencdo do eficiente turnover de proteina D1 é muito importante para proteger
aparelho fotossintético de estresses (NI'YOGI, 1999).

O reparo do FSII ocorre via a seguinte sequéncia de eventos: degradagéo
proteolitica da proteina D1 danificada; sintese de novo do precursor da proteina D1

(pre-D1); insercdo do pre-D1 recem-sintetizado na membrana do tilacéide com a



34

concomitante organizacdo de outros componentes do FSII; maturacdo da proteina D1
via processamento carboxi-terminal do pre-D1; e organizagéo e reativagdo do complexo
de evolugdo do oxigénio via o auxilio de varias proteinas, como a Psb27 (Figura 7)
(NOWACZYK et al., 2010; NISHIYAMA et al., 2011). Esse mecanismo de retorno
eficiente e rapido da D1 mantém a fotossintese em funcionamento.

A elevada taxa de sintese e de rotacdo da D1 é resultado da sua atividade
constante, uma vez que frequentemente a proteina D1 sofre dano oxidativo quando
catalisa a transferéncia de elétrons da agua para plastoquinona através do cluster Mn
(EDELMAN e MATTOO, 2008; KRIEGER-LISZKAY, 2005; LINDAHL et al., 2000).
Em condi¢cBes normais o reparo da D1 é afetado negativamente pelo excesso de
producdo de EROs. Se as células sdo expostas demasiadamente a elevada radiacéo, o
ciclo de reparacdo ndo pode manter-se e a fotoinibicdo ocorrerd. A forma como a
reparacao € conduzida, mesmo em intensidades de luz baixa, permanece sem solucdo,
mas as evidéncias sugerem que D1 é alvo de degradacdo através de um sinal, e a
traducdo de novos polipéptideos D1 ¢é iniciada. Os polipeptideos precursores D1 (PD1)
sdo direcionados para os complexos danificados onde eles substituem as D1 degradadas
(NIXON etal., 2010).

Figura 7. Modelo para a reparacdo de D1. Durante fotodano, pequenas proteinas tipo
CAB (SCPs, ou HLIPS) protegem o complexo do FSII, provavelmente evitando a
desfosforilacdo dos diferentes componentes, incluindo D1, até a chegada ao local de
reparacao nos tilacdides do estroma. La, a protedlise de proteina D1 danificadas nas
membranas tilacdides é conduzida por um complexo protease FtsH2 / 3. Uma cépia D1
nova é trazida ao local de reparacdo e é inserido FSII. Adaptado de Nixon et al. (2010)
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Devido a importancia da proteina D1, um dos temas principais desta tese foi
avaliar o seu papel na protecdo ao aparelho fotossintético em plantas de cajueiro
submetidas aos estresses de luminosidade elevada e estresse hidrico, visto que dentre 0s
diversos mecanismos desenvolvidos pela planta este provavelmente possa ter
contribuido para a prevencdo da fotoinibicdo seja suprimindo o fotodano e/ou

aumentando os mecanismos de reparo do FSII danificado.
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HIPOTESE E OBJETIVOS

Hipotese:
v" A ocorréncia de fotoinibigdo modula a atividade fotoquimica, restingindo danos

fotoxidativos, em respostas aos estresses isolados e combinados de luminosidade
elevada e seca em mudas de cajueiro.

Objetivo geral

v Elucidar mecanismos bioquimicos e fisiol6gicos decorrentes da fotoinibicdo que
atuam na modulacdo da atividade fotoquimica e protecdo oxidativa, reduzindo
danos fotoxidativos, em repostas aos estresses de luminosidade elevada e
estresse hidrico em mudas de cajueiro.

Obijetivos especificos

1. Induzir o processo de fotoinibicdo pela exposicdo ao estresse de luminosidade
elevada isolada (até 2000 pmol de fétons m2s™) ou combinada com estresse
hidrico em mudas de cajueiro;

2. Mensurar parametros indicadores da eficiéncia fotoquimica do FSII (Fv/Fm,
AF/FmM”, ETR e NPQ), a partir de medidas de fluorescéncia da clorofila, em
mudas de cajueiro expostas aos estresses hidrico e de luminosidade elevada;

3. Mensurar parametros indicadores da eficiéncia fotoquimica do FSI (Y(I),
Y(NO), Y(NA), Y(ND), Y(NPQ), ETRI), a partir de medidas de absorbancia do
P700, em mudas de cajueiro expostas aos estresses hidrico e de luminosidade
elevada;

4. Caracterizar mudancas de trocas gasosas por meio de medidas de fotossintese
(A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e concentracéo interna de CO,
(Ci) em resposta aos estresses hidrico e de luminosidade elevada em mudas de
cajueiro;

5. Demonstrar a ocorréncia da fotoinibicdo com base na reducdo da Py e da relacdo
Fv/IFm (eficiéncia quantica potencial do FSII) em resposta ao estresse de
luminosidade elevada isolada ou combinada com estresse hidrico em mudas de
cajueiro;

6. Estimar a taxa de assimilagdo maxima de CO; (Pnmax), @ respiracdo no claro
(Rq), a taxa de carboxilacdo maxima da Rubisco (V¢max) € a taxa de transporte de
elétrons maxima (Jmax), @ partir de curvas A-Ci, em mudas de cajueiro expostas
aos estresses hidrico e de luminosidade elevada;
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Verificar a ocorréncia de danos oxidativos nos tecidos foliares pela medida dos
contetdos de H,O, e TBARS e pelos coramentos in situ do H,O, e do O;", em
resposta aos estresses hidrico e luminosidade elevada em mudas de cajueiro;

Avaliar 0 aumento de atividade fotorrespiratoria por meio das atividades das
enzimas catalase (CAT) e oxidase do glicolato (GO), e contetdo de glioxilato,
em resposta aos estresses hidrico e de luminosidade elevada em mudas de
cajueiro;

Avaliar mudangas no padrédo de expressdo das proteinas D1 e plastocianina,
visando caracterizar o papel destas na limitagdo fotoquimica, e de Rubisco, para
avaliar a limitagcdo da fixacdo de CO, com o seu contetdo, sob condicBes de
fotoinibi¢do induzida por estresse hidrico e luminosidade elevada em mudas de
cajueiro;

10. Caracterizar as limitagcdes do carreamento de elétrons pelas quinonas (Qa, Qs €

pool de plastoquinonas), pela analise dos transientes O-J-1-P, durante a cinética
rapida de inducdo de fluorescencia da clorofila em mudas de cajueiro expostas
aos estresses de estresse hidrico e luminosidade elevada;
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Alterac0es fotossintéticas e respostas oxidativas de mudas de cajueiro sob
estresses isolados e combinados de seca e de luminosidade elevada
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Resumo

Os estresses abidticos de seca e de alta luminosidade sdo responsaveis por
perdas significativas da produtividade agricola nas regides aridas e semiaridas. Nessas
areas, esses estresses estdo presentes de forma combinada, causando distlrbios no
metabolismo vegetal que resultam na reducgdo do crescimento. Esses disturbios incluem
danos fotossintéticos, que podem resultar na producédo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e consequente estresse oxidativo. Assim, nesse capitulo foi realizada
uma caracterizacdo dos efeitos isolados e combinados da seca e da luminosidade
elevada sobre processos relacionados a eficiéncia fotossintética e aos mecanismos de
danos e de protecdo oxidativa. A obtencdo das mudas de cajueiro e aplicacdo dos
tratamentos de seca e luminosidade foram realizados em casa de vegetacdo. Verificou-
se que sob estresse de seca e de radiagédo isolados e combinados as mudas de cajueiro
apresentaram intensa redugdo dos parametros de trocas gasosas quando comparadas
com as mudas controle. A seca e a radiacdo isoladas afetaram a fotossintese liquida e a
interacdo dos estresses resultou numa resposta sinergica. A depressdo da taxa
fotossintética observadas nas plantas expostas a condi¢do de seca isolada, em grande
parte se deveu ao fechamento dos estdmatos. No entanto, os parametros da
fluorescéncia da clorofila a, indicaram que a inibicdo da atividade fotossintética nas
plantas expostas a seca isolada ndo originou danos fotoinibitorios (decréscimo da
eficiéncia quantica maxima, (F./Fn) e oxidativos nas folhas. As plantas expostas ao
estresse isolado de luminosidade elevada apresentaram acréscimos significativos dos
teores de dialdeido malénico (MDA) e H,O,. Na combinacdo dos estresses, o efeito da
seca prevalece. Com relagdo a protecdo oxidativa, a reducdo do peroxido nas plantas

expostas a condicdo de seca foi acompanhado da atividade aumentada de APX e
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reduzida de catalase, mostrando que a APX foi mais eficiente na remocéo do peréxido e
que APX e CAT tiveram atividades compensatorias. Da mesma forma a atividade da
SOD respondeu eficientemente na remogdo de O, acumulado nas mudas expostas a
seca tanto de forma isolada como combinada com a luz, indicando que o sistema de
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, determinante da tolerancia a estresses
abidticos, funcionou de forma eficiente nas mudas de cajueiro expostas a estresses
isolados e combinados de seca e luz. Com base nos resultados obtidos podemos concluir
que provavelmente o estresse de luminosidade elevada causou maior disturbio que o
estresse de seca, sendo que a combinacdo dos estresses causaram interacdes antagonicas

e sinérgicas.

Palavras — chaves: Estresses abiodticos; fotossintese; fluorescéncia da clorofila;

peroxidacdo lipidica; enzimas antioxidantes.
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Abstract
Drought and high light stress are responsible for significant losses in

agricultural productivity in arid and semi-arid areas. In such areas, these stresses are
present in combination causing disturbances in the plant metabolism which result in
reduced growth. These disorders include photosynthetic damage, which may result in
excessive production of reactive oxygen species (ROS) and consequent oxidative stress.
Thus, in this chapter we performed a characterization of the isolated and combined
effects of drought and high light on processes related to photosynthetic efficiency and
mechanisms of damage and protection oxidative. Cashew seedlings obtaining as also
the luminosity and drought treatments application were conducted in a greenhouse. It
was found that cashew seedlings under isolated and combined drought and light stress
exhibited strong reducing gas exchange parameters when compared with control plants.
Drought and light isolated affected net photosynthesis and the interaction of stresses
resulted in a synergistic response. Photosynthesis rate depression observed in plants
exposed to drought isolated, is due largely to the closure of stomata. However, the
parameters of chlorophyll fluorescence indicated that the inhibition of photosynthetic
activity in plants exposed to drought alone did not result in damage photoinhibitory
(decrease in maximum quantum efficiency, (F./Fn) and oxidative leaves, but the
seedlings exposed light alone showed significant increases in levels of
malondialdehyde, MDA and H,O,. In the combination of the effect of drought stress
prevails. The reduction of peroxide in plants exposed to drought was accompanied by
increased activity of APX and catalase reduced, showing that APX was more efficient
in the removal of peroxide, and that APX and CAT had compensatory activities.
Likewise SOD activity responded efficiently in the removal of O," ~accumulated in the
seedlings exposed to drought both alone and combined with the light, indicating that
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disposal system of reactive oxygen species, determining the tolerance to abiotic stresses,
worked efficiently in cashew seedlings exposed to single and combined stress of
drought and light. Based on the results obtained we can conclude that probably the
greatest stress disorder that caused light stress of drought, and the combination of
stresses caused synergistic and antagonistic interactions.

Key - words: Abiotic Stress; photosynthesis, chlorophyll fluorescence, lipid

peroxidation, antioxidant enzymes.
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1. INTRODUCAO

A seca combinada com elevadas temperaturas e alta irradiancia é uma das
maiores limitagdes a expansdo de culturas (CHAVES e OLIVEIRA, 2004), pois inibe o
crescimento da planta devido aos efeitos negativos sobre 0s principais processos
fisioldgicos e bioquimicos (TATAR e GEVREK, 2008). O tipo de resposta ao déficit
hidrico e irradiancia elevada depende da espécie, do estadio de desenvolvimento, do
estado metabdlico e da capacidade protetora da planta, assim como da duragdo e da
intensidade do estresse (REDDY et al., 2004; SIMOVA-STOILOVA et al., 2008). Estas
respostas podem incluir, entre outras, a diminuicdo da abertura estomatica, a producéo
de proteinas especificas, 0 ajustamento osmético e alteracdes nos niveis endogenos dos
reguladores de crescimento (PASSIOURA, 1983).

A nivel celular pode ocorrer a perda de rigidez, mudancas na fluidez e
composicdo da membrana, alteragdes nas concentracfes de solutos, e interacdes
proteina-proteina e proteina-lipidos (VALLIYODAN e NGUYEN, 2006). Embora a
expansao celular seja um dos primeiros processos a ser afetado, a fotossintese € um dos
processos fisiolégicos mais sensiveis ao déficit hidrico e irradiancias elevadas
(CHAVES et al., 2002). No caso de um déficit hidrico moderado, o fechamento dos
estomatos é parcial e a planta recupera rapidamente quando se restabelecem as
condigdes hidricas favoraveis (TEIXEIRA e RICARDO, 1983). O mesmo pode ndo
acontecer quando o déficit hidrico tem efeitos mais drasticos, conduzindo ao
fechamento completo dos estbmatos. Em tais condicBes, a planta leva varios dias a
recuperar e, em casos extremos, a capacidade fotossintética original pode nunca chegar
a ser restabelecida (TEIXEIRA e RICARDO, 1983).

A limitacdo da assimilacdo do CO, em plantas sujeitas ao déficit hidrico e/ou
luminosidades elevadas provoca uma sobre-reducdo da cadeia fotossintética de elétrons
e, se for excedida a capacidade de dissipar energia da radiacdo em excesso daquela que
pode ser consumida, desencadeia-se o mecanismo de fotoinibicdo e a produgdo de
especies reativas de oxigénio (EROs) (DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1996). No
entanto, as plantas possuem um sistema antioxidante complexo que lhes permite
confrontarem-se com o EROs (SMIRNOFF, 1993). Contudo, quando a acumulagéo de
EROs em condicGes de estresse (hidrico, térmico, etc.) excede a capacidade de remogao
do sistema antioxidante, aparecem os danos oxidativos, incluindo a oxidacdo celular

dos lipidios e proteinas, destruicdo dos pigmentos fotossintéticos e inativacdo das
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enzimas fotossintéticas (SMIRNOFF, 1993). Entdo, o desenvolvimento do estresse
oxidativo ¢ um resultado do desequilibrio entre a formacdo de EROs e a sua
desintoxicacdo (SIMOVA-STOILOVA et al., 2008).

Em geral, ficou evidente que os mecanismos diretamente responsaveis pela
resisténcia e/ou tolerdncia vegetal contra os estresses, isolados ou combinados, sdo
bastante complexos. Esse capitulo foi elaborado com intuito de caracterizar as respostas
imediatas das plantas de cajueiro frente aos estresses isolados e combinados de seca e
luminosidade. Os resultados obtidos nesse capitulo foram importantes para o
entendimento das estratégias adaptativas da atividade fotossintética ao estresse hidrico e
de alta luminosidade e primordiais para que possamos avaliar a capacidade de

resisténcia ao estresse fotoxidativo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencdo das mudas e aplicacéo de tratamentos de seca e de luminosidade
elevada em casa de vegetacéo

Sementes de cajueiro ando precoce (Anacardium occidentale), progénie CCP
06, foram germinadas em uma mistura de areia e vermiculita, na proporg¢do de 1:1, em
sacos plasticos com capacidade de 2 kg. Durante a germinacéo e o crescimento inicial
das plantulas, a umidade do substrato foi mantida proxima da capacidade de campo, por
irrigacBes com &gua destilada. Apos atingirem o estadio fisiologico de oito folhas
expandidas (x 25 dias) as mudas foram divididas em dois lotes, dos quais um
permaneceu sendo irrigado (controle) e o outro foi submetido ao estresse hidrico por
meio da suspensdo da rega durante 20 dias. Posteriormente, 6 plantas continuaram
expostas a luz ambiente da casa de vegetacdo (1700 pmol m?s™) e 12 plantas foram
colocadas em baixo de uma tela sombrite (baixa luz: = 10% da luz), sendo que a metade
destas plantas (3 irrigadas e 3 submetidas a seca) foram mantidas sob a exposi¢cdo a
holofotes para aplicacdo do tratamento de luz alta (2000 umol m?s™) (Figura 1). Os
tratamentos de luz (ambiente da casa de vegetacgéo, baixa luz e alta luz), foram aplicados
por um periodo de 12 h.
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Figura 1. Plantas de cajueiro cultivadas sob condic¢des controle (irrigada) e estressantes
(suspensdo de rega) e expostas ao tratamento de baixa luminosidade (200 pmol m? s™)
e de luminosidade elevada (2000 pmol m™ s%), utilizando uma tela sombrite, em casa de

vegetacao.
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2.2. Maedidas realizadas

2.2.1. Curvas de resposta a CO,

Foram realizadas curvas de resposta da fotossintese a concentragédo de CO,, A
fotossintese foi acompanhada em diversas concentracfes de CO, na camara de medida.
Essas concentracdes foram de 400, 300, 200, 100, 50, 400, 600, 800, 1200, 1600 e 2000
ppm. A partir dessa curva foram calculados a eficiéncia de carboxilagdo da rubisco
(Vemax), taxa de regeneracdo de RuBP (Jmax), O ponto de compensacdo de CO,, a
fotossintese maxima, a condutancia do mesofilo (gm) e a respiracdo na presenca de luz
(Rd). Durante a curva de resposta ao Ci, a intensidade de luz de medida no IRGA foi de
1000 pmol fotons m? sY(SHARKEY et al., 2007).

Para realizacdo das duas curvas foi utilizado o IRGA (LI-6400XT, LI-COR,

EUA) com suprimento de CO, e fonte de luz acoplados.

2.2.2.Medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em folhas maduras e
completamente expandidas através do método do pulso de saturacdo (SCHREIBER et
al., 1994; van KOOTEN e SNEL, 1990) com um fluorémetro modulado (LI-6400-40,
LI-COR, EUA), acoplado com IRGA. A partir dos dados de fluorescéncia foi calculada
a eficiéncia quéantica maxima do FSII, pela relacdo [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm], e os
seguintes parametros: eficiéncia quéntica efetiva do FSIlI [AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’],
coeficiente de dissipagcdo fotoquimica [qP = (Fm’- Fs)/(Fm’-Fo’)], coeficiente de
dissipacdo ndo fotoquimica [NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’] e fluxo de fotons atual do FSII
[ETR = (AF/Fm’ x PPDF x 0.5 x 0.84)]. Para determinar a taxa de transporte aparente a
nivel de FSII (ETR), 0.5 foi usado como a fracdo de energia de excitacdo distribuida ao
FSII, e 0.84 foi usado como a fragdo de entrada da luz absorvida pelas folhas.O Fm, Fo
e Fv representam a fluorescéncia maxima, minima e variavel apos adaptacdo das folhas
a 30 min de escuro, respectivamente, e aquelas de Fm', Fo' e Fs representam a
fluorescéncia méxima, minima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz,
respectivamente. As medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas
adaptadas as condicdes de irradiancia prevalecentes na cAmara de crescimento, apos
exposicdo por 10s a um feixe de luz de 270 pumol m™s™ fornecido pela prépria fibra

Optica do aparelho.



58

Apols as medidas de fluorescéncia, foram realizadas as medidas de taxas de
fotossintese liquida (A), condutancia estomaética (gs) e transpiragdo (E), com um Sistema
Portatil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA) em folhas completamente
expandidas submetidas & irradiancia saturante (1000 pmol m™s™) fornecida por uma

lampada de halogénio externa, para saturar os fotossistemas sem danos.

2.2.3. Determinacéo do conteudo de H,0,

O contetdo de H,0; foi determinado pelo método descrito por Gay et al. (1999).
Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca do
corante alaranjado de xilenol (XO) para a formacéo de Fe*>. A concentragdo de Fe**
gerada é calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacdo do
complexo Fe-XO. Para isso, 500 mg de tecido fresco de folhas foram macerados na
presenca de nitrogénio liquido. Apds a obtencdo de farinha homogénea, 1,5 ml de
tampdo borato-bérax 50 mM pH 8,4, foram adicionados, seguido de maceracdo por
mais 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos, a 4 °C.
Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O; total) e o precipitado, descartado. Em
seguida, aliquotas de 100 ul das amostras (diluidas, caso necessario) foram transferidas
para tubos de ensaio e adicionado 900 pl de reagente contendo 0,25 mM de FeSQq, 0,25
mM de (NH,4)2SOy4, 0,25 mM de H,SO4, 124 uM de alaranjado de xilenol e 99 mM de
sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos, a 25 °C, e posteriormente,
foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento de onda de 560 nm. As
concentracdes de H,O, foram obtidas a partir de curva padrdo e os dados serdo

expressos em pmol g+ MS.

2.2.4. Peroxidacao de lipidios (TBARS)

A peroxidacéo de lipidios foi estimada pelo conteddo de substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). Para isso, 0,1 g de
folhas frescas foram macerados em almofariz na presenca de N, liquido seguido da
adicdo de TCA 5% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 12.000 x g
durante 15 min em temperatura de 4 °C. Em seguida, 0,5 ml do sobrenadante foram
adicionados a 2,0 ml da solugdo TCA 20% e TBA 0,5% (p/v) e aquecida em banho
maria a 95 °C em tubos hermeticamente fechados durante 1 hora. Em seguida a reacéo

foi interrompida em banho de gelo, e foram realizadas leituras a 532 ¢ 660 nmm. O
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conteddo de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extincdo molar de 155

mM™ cm™ apés a subtracdo da absorbancia obtida a 660 nm daquela a 532 nm.

2.2.5. Deteccgdo in situ de peroxido e superoxido

A deteccdo in situ de peroxido (H,O,) foi determinado baseado na metodologia
proposta por Thordal-Christensen et al., (1997). Discos foliares foram infiltrados a
vacuo sob condi¢des de escuro com 10 mM de tampdo fosfato de potassio, 10 mM
NaNO;3 e 0.1% (w/v) 3,3’- diaminobenzidina (DAB), pH 7.8. Os discos foliares foram
incubados por aproximadamente 16h em condicdes de escuro e entdo descorados com
0.15% (w/v) de acido tricloroacético em 4:1 (v/v) etanol:cloroférmio por 48h antes de
serem fotografadas. A deteccdo de superdxido (O,) foi feita essencialmente como
descrito por Jabs et al., (1996). Folhas destacadas foram infiltradas a vacuo com 10 mM
de tampdo fosfato de potéssio, 10 mM NaNO; e 0.1% (w/v) azul de nitrotetrazdlio
(NBT) e 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7.8. As folhas destacadas, infiltradas e tratadas com
NBT foram mantidas por 30 minutos sob condigdes de luz, antes do descoramento que
segue 0 mesmo método descrito acima para detec¢do de H,0..

2.2.6. Atividades enzimaticas

A atividade da catalase (CAT; EC: 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e
McHale (1987). Aliquotas de 0,05 ml de extrato protéico foram adicionadas de 2,95 ml
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C e acompanhado o decaimento da
absorbancia a 240 nm em espectrofotdbmetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 36 mM™ cm™, a 240 nm, para o H,0, e expressa em nmol H,0, g’
! MF min™ ou de forma especifica.

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada
conforme método descrito por Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 0,1 ml de extrato
protéico foram adicionadas ao meio de reagcdo composto de 2,7 ml de tampao fosfato de
potéssio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5 mM de &cido ascorbico. A reacédo foi iniciada
pela adicdo de H,O, (30 mM) ao meio de reacdo e acompanhada pelo decaimento da

absorbéancia a 290 mm em espectrofotobmetro durante 300 seg, com leitura sucessivas
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em intervalos de 30 seg. A atividade da APX foi estimada utilizando o coeficiente e
de extincdo molar de 2,8 mM ** cm ™ para o ascorbato, em 290 mm, e expressa como
pmol AsA g * MFmin ™.

A atividade da dismutase de superdxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia descrita por Gianopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 ml do
extrato protéico foram transferidas para meio de reacdo, em tubos protegidos da luz,
contendo tampao fosfato de potéassio 50 mM (pH 7,8), 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-
metionina e 75 uM de NBT. A reacéo foi iniciada pela adi¢do de 2 mM de riboflavina e
rapida transferéncia dos tubos, sem a protecdo da luz, para camara iluminada por

2s 1), durante 6 minutos. A reacdo foi

lampada de 30 wats (30 umol de fétons m -
interrompida pelo desligamento da luz, os tubos foram revestidos por filme escuro e
realizadas leituras a 540 nm. A atividade foi estimada com base na inibicdo da reducgéo
do NBT, definindo-se uma unidade de atividade como a quantidade da enzima
necessaria para inibir 50% da fotoreducdo (Beauchamp e Fridovich, 1971). A atividade
foi expressa em U.A. g * MF min ™.

A atividade da oxidase do glicolato (GO: EC; 1.1.3.15) foi determinada
conforme o principio de reacdo do método descrito por Baker e Tolbert (1966). Esse
método se baseia na producdo do complexo glioxilato-fenilhidrazona, produzido a partir
da conversdo do glicolato para glioxilato pela GO no meio. Aliquotas de 100 uL do
extrato foram adicionadas a 2,9 mL de meio de reacdo contendo tampdo fosfato de
potéssio 100 mM, pH 8,3, adicionado de glicolato de s6dio 40 mM, L-cisteina 100 mM,
fenilhidrazina-HCI 100 mM e FMN 1 mM. O incremento da producdo do complexo
(glioxilato-fenilhidrazona), referente a atividade da enzima, serd medido a 324 nym em
espectrofotbmetro durante 5 min. A atividade da GO foi calculada utilizando o
coeficiente de extincdo molar de 17 mM™ e expressa em pmol de glicolato g™* MF min™

Tendo em vista que a umidade, ou seja, a relagdo MF/MS, néo variou entre 0s

tratamentos, as atividades enzimaticas foram expressas na base de MF.

2.3. Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com os

tratamentos dispostos num fatorial 2x3, dois niveis de umidade, irrigado e seca, e 3

intensidades de luz, 200 e 2000 pmol.m™s-* (sombrite) e expostas ao ambiente de casa
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de vegetagdo (1700 pmol.m?s-!). Cada tratamento foi representado por cinco
repeticdes, num total de 30 parcelas experimentais. Os dados foram submetidos ao teste
F a 0,05 de significancia, por analise de variancia, e as médias das variaveis submetidas

ao teste de Tukey no mesmo nivel de probabilidade.

3. RESULTADOS

AlteracOes fotossintéticas de mudas de cajueiro sob estresses isolados e combinados
de seca e de luminosidade elevada

Para verificar os efeitos que a seca em conjunto com a alta luz exerceu sobre a
fotossintese foram realizadas curvas de Pn-Ci para identificar diferencas entre
parametros relacionados a assimilacdo do CO, em ambos os grupos de plantas controle
e expostas a seca (Figura 2A e 2B). Na condicdo isolada de luminosidade elevada, a
Pnmax atingiu valores préximos a 14 umol m?s™, se aproximando dos valores da taxa
méxima de assimilacdo do CO, obtidos por Souza et al., 2005, que foi de 17 umol m?s°
! Contudo a condigdo de seca isolada reduziu os valores de Pymax para menos que a
metade quando comparadas as plantas controle. Porém na condicdo de combinacdo dos
estresses, a Pymax retorna aos valores médios do controle, indicando que nesta condicao
(alta luz + seca), a luminosidade elevada favoreceu a assimilagdo de CO, na condicgéo

de estresse combinado.

15 15
B
°
o 10 L 10 4
» ‘v
N N
= =
B 5 b 5 6
€ IS
—= e
< 0 —0— Controle —O— Seca -0 <
®  Altaluz ® - Seca + Alta Luz
-5 T T T T T T T T T . -5
0 20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100
Ci (Pa) Ci (Pa)

Figura 2. Resposta da assimilagdo de CO, (A) a concentracdo de CO; intercelular (Ci)
de plantas de cajueiro crescidas em condi¢fes controle (irrigadas) (A) ou submetidas a
suspensdo de rega (B) e expostas a uma luz baixa (circulos brancos) e a uma luz alta
(circulos pretos).
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Em condicbes de casa de vegetacdo as plantas de cajueiro submetidas ao
estresse de seca e de luz, isolados e combinados, apresentaram intensa reducdo dos
parametros de tocas gasosas quando comparadas com as plantas controle (irrigadas),
conforme demonstrado pelas reduc6es das taxas da fotossintese, condutancia estomatica
e transpiracdo (Figuras 3A, 3B e 3C). As plantas submetidas a seca isolada
apresentaram os maiores valores de limitagdo estomética e portanto menor taxa de
assimialacdo de CO,. Esse fato se repete nas plantas submetidas a luminosidade
elevada. Entretanto, aquelas com a combinacdo dos estresses (seca + alta luz),
apresentaram a mesma taxa de fotossintese liquida que as mudas submetidas a luz de
forma isolada. A transpiragdo total diferiu estatisticamente entre os tratamentos
aplicados e seus valores medios acompanharam a condutancia estomatica. (Figura 3C).
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Figura 3: Fotossintese (A), condutancia estomatica (B) e transpiracdo (C) de plantas de
cajueiro submetidas aos estresses isolados e combinados de seca e alta luminosidade.
Médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem entre os tratamentos, pelo teste
de Tukey (P<0.05).
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Parametros fotoquimicos

A seca isolada ndo afetou a razdo F./F,, mostrando que as reacOes
fotoquimicas do cajueiro nessa condicdo sdo pouco ou ndo afetadas. Contudo sob
estresse de luminosidade elevada, isolado ou combinado com a seca, esse parametro foi
reduzido de forma significativa, apesar disto, a reducéo deste parametro nao é suficiente
para indicar a ocorrencia de fotoinibicdo (valores 0,69-0,7), indicando que a luz ndo
chegou a causar danos no aparato fotossintético (figura 4A). Os dados de eficiéncia
quantica efetiva do FSII (AF/Fm’), nao diferiram estatisticamente nas plantas expostas
ao efeito isolado e combinado de seca e luz, reforcando a sugestdo da ndo ocorréncia de
danos (Figura 4 B). A dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ) nédo variou quando as mudas
foram expostas a luz alta e quando em combinacdo com seca, apresentou uma leve
queda. Apenas na condi¢do de seca isolada, 0 NPQ se apresentou aumentado (Figura
4C). O aumento de NPQ quando as mudas foram expostas a seca isolada era esperado,
uma vez que essas mudas apresentaram menor taxa fotossintética o que resultaria numa
maior pressdo de excitacdo sobre os fotossistemas e consequentemente uma maior
necessidade de dissipacdo dessa excitacdo na forma de calor. Resposta oposta foi
observada nas plantas expostas a luz alta isolada e combinada a seca, resultante da

melhor assimilacdo de CO, e menor pressdo de excitacdo sobre 0s FSs nessas plantas.



65

1.00
A A A)
B
0.75 | x B .
g
< 050
L
0.25 |
0.00
0.20 | A A A B
T A I
0.15 | L T |
e i
L
= 0.10 1
>
0.05 |
0.00
4 A C)
3] AB AB
o B
z T
2 T
1 4
0 : " :
Q Yol
&‘0\ B3 rb\/o B3
Q X
@) v v
?5\"&

Figura 4: Parametros de fluorescéncia da clorofila a: Eficiéncia quantica potencial do
fotossistema Il (A), eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il (B) e dissipacdo nédo
fotoquimica (C) em plantas de cajueiro submetidas aos estresses isolados e combinados
de seca e alta luminosidade. Médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem
entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (P<0.05).



66

Respostas oxidativas de mudas de cajueiro sob estresses isolados e combinados de
seca e de luminosidade elevada

No presente estudo dois indicadores da ocorréncia de estresse oxidativo foram
medidos e as mensuracdo dos seus conteddos demonstraram um maior dano oxidativo
nos tecidos foliares de mudas de cajueiro expostas a luminosidade isolada (Figura 5A e
5B). Contudo, os conteidos de H,O, e de TBARS nos tecidos foliares de plantas
expostas a seca de forma isolada ou combinada com a luz apresentaram —se reduzidos e
similares, respectivamente, as das plantas controle sugerindo que ndo ocorreram danos

oxidativos nessas condicdes.
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Figura 5. Determinacdes do conteudo de peroxido de hidrogénio (A) e peroxidacao
lipidica (B) em plantas de cajueiro submetidas aos estresses isolados e combinados de
seca e luminosidade elevada. Médias seguidas da mesma letra maiuscula ndo diferem
entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (P<0.05).

O coramento com DAB detectou os maiores niveis de H,O, nas mudas de
cajueiro submetidas a alta luminosidade, confirmando resultados obtidos pela analise in
vitro do conteudo de H,O, (Figura 6A). Também foram detectados maiores niveis de
O, nas plantas submetidas ao estresses de alta luminosidade, tanto isolado como em

combinagéo com a seca (Figura 6B).
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Figura 6. Deteccdo in situ de perdxido de hidrogénio (A) e de superdxido (B) em folhas
cajueiro expostas aos estresses de seca e alta luminosidade

Os baixos niveis de H,0, nas plantas submetidas aos estresses de seca, tanto de
forma isolada como em combinagdo com a luz, foram consistentes com o aumento de
atividade da APX induzida pelo estresse de seca principalmente sob uma alta luz
(Figura 7B). Apesar da catalase também atuar como enzima removedora de H,0, as
APXs se mostraram mais eficientes nesse papel. Enquanto o estresse de seca (isolado ou
combinado a luz) induziu a atividade de APX, ao mesmo tempo inibiu a atividade de
catalase, demonstrando que essas enzimas tem atividades compensatdrias (Figuras 7A e
7B).

As SODs, por sua vez, catalisam a dismutacdo do O," para H,O, e O,
(ALSCHER et al., 2002). No presente estudo, ocorreu aumento na atividade da SOD
nas mudas expostas a seca de forma isolada e combinada com a luz (Figura 7C),
indicando que a eficiéncia da atividade da SOD na remocgao do O, acumulado.
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Figura 7. Determinagdes das atividades enzimaticas de catalase (A), peroxidase do
ascorbato (B) e superdxido dismutase (C), de plantas de cajueiro submetidas aos
estresses isolados e combinados de seca e alta luminosidade. Médias seguidas da mesma
letra maiuscula ndo diferem entre os tratamentos, pelo teste de Tukey (P<0.05).

4. DISCUSSAO

A imposicdo do estresse hidrico e da luminosidade elevada (isolados e
combinados) afetou negativamente a atividade fotossintética das mudas de cajueiro
(Figura 3A). Os decréscimos nas taxas fotossintéticas, em grande parte, se deveram ao
fechamento estomatico traduzido numa diminuicdo dos valores da condutancia
estomatica (gs). Resultados similares foram obtidos por Ramalho et al. (2000), que
concluiram que uma reducdo na condutancia estomatica pode diminuir o consumo de
agua atraves da transpiracao e contribuir para a retencdo de 4gua na folha, podendo este

ser um fator chave para evitar efeitos drasticos da seca no crescimento e fotossintese.
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Valliyodan e Nguyen (2006), também afirmaram que a reducdo da atividade
fotossintética pode resultar do fechamento dos estdmatos. Falhando esta defesa de
primeira linha (fechamento dos estdmatos) a diminuicdo de Py pode estar relacionada
com alteragcdes nas estruturas dos cloroplastos, pois segundo Dekov et al. (2000), os
estresses hidrico e de luminosidade elevada influenciam muitos processos celulares, e
os cloroplastos e suas membranas estdo entre os principais alvos.

A inibicdo da fotossintese detectada em plantas expostas a seca e luminosidade
elevada foi acompanhada pela alteracdo de outros parametros de fluorescéncia da
clorofila a que estdo relacionados com a eficiéncia fotossintética. A alta radiacédo
isolada ou combinada com a seca afetou negativamente a eficiéncia quantica méxima do
FSII (F./Fy), no entanto, a imposicdo do estresse de seca isolada ndo provocou
alteracdes na razdo F./Fn,, mantendo esta razdo perto de 0,8 (valor 6timo segundo
Chaves et al., 2002), sugerindo que a seca isolada ndo induziu danos nos centros de
reacdo do FSII (Figura 4A). Da mesma forma, as plantas expostas a luminosidade
elevada também ndo sofreram danos nos centros de reacdo do FSII apesar da
diminuicdo da razdo F,/Fp, para de 0,69 e 0.70. Conjuntamente aos menores valores de
F./Fm, as mudas expostas a luz, apresentarem os menores valores de NPQ, indicando
que essas plantas sdo mais susceptiveis aos danos oxidativos, de modo que ndo séo
capazes de se protegerem dos excessos de radiancia, através da dissipacdo do excesso de
energia, via ciclo das xantofilas. Contudo, outras vias, como a reacdo de Mehler e a
fotorrespiracdo podem funcionar como dreno de elétrons resultantes do excesso de
energia quando ha baixa disponibilidade de CO;, nos cloroplastos. Estes processos
estariam envolvidos na protecdo do aparelho fotossintético de danos fotoxidativos.
Ambas as vias, reacdo de Mehler e fotorrespiracdo, implicam um aumento na producéo
de espécies de O, toxicas, como O, e H,0, (SCHWANZ et al., 1996).

Os resultados do estudo indicaram que sob alta radiacéo isolada as plantas de
cajueiro acumularam mais O, e H,0,, essas plantas também apresentaram o maior
contetdo de TBARS (Figuras 5 e 6), indicando que essas plantas sdo mais suscetiveis
ao dano oxidativo. O método do TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitdrico) é
utilizado para determinagdo da concentracdo do dialdeido maldnico (MDA) e tem sido
amplamente utilizado desde os anos 1950 para estimar a peroxidacao dos lipidios nas
membranas e sistemas biologicos (JIANG e HUANG, 2001; CORREIA et al., 2006). A
determinacdo do MDA é considerada como o principal pardmetro para avaliar a
extensdo da oxidagdo da membrana (AL-GHAMDI, 2009). O dialdeido maldnico é
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formado através da auto-oxidacdo e degradacdo enzimatica dos acidos graxos
polinsaturados nas células (HODGES et al., 1999).

Os radicais livres podem atacar diretamente os &cidos graxos polinsaturados
nas membranas e iniciar a peroxidacdo lipidica provocando danos nas membranas
(CHEN et al., 2006). Como as membranas sdo 0s primeiros alvos de muitos estresses,
designadamente o hidrico e o luminoso, a manutencdo da sua integridade e estabilidade
é um importante componente da tolerancia a seca e as altas luminosidades. Por sua vez a
danificacdo das membranas leva a um decréscimo da atividade fotossintética.

Um potencial danificador da maquinaria fotossintética é o estresse oxidativo
desenvolvido como um efeito secundéario, portanto, a capacidade de resposta dos
sistemas protetores € um aspecto relevante a considerar na aclimatacdo a novas
condi¢cdes ambientais. Por isso a tolerdncia as condi¢bes ambientais também esta
relacionada com o aumento da capacidade de limpar ou desintoxicar EROs (CHEN et
al., 2006).

A protecdo de antioxidantes nas células vegetais é complexa e altamente
compartimentada, compreendendo compostos enzimaticos e ndo-enzimaticos
(SIMOVA-STOILOVA et al., 2008) que desempenham um papel importante a fim de
evitar efeitos nocivos dos radicais livres (TATAR e GEVREK, 2008). Do sistema de
enzimas antioxidantes fazem parte a dismutase do superdxido (SOD), a catalase (CAT),
a peroxidase do ascorbato (APX) e a redutase da glutationa (GR). No nosso estudo as
APXs e SODs se mostraram muito eficientes na remocdo do H,O, e do O*,
respectivamente, nas mudas submetidas seca, a atividade aumentada dessas enzimas
foram responsaveis pelos baixos niveis dessas EROs, tanto na condic¢do isolada como
combinada com a luz (Figura 7B e 7C).

Com os resultados ja obtidos e com base em outros experimentos realizados no
laboratorio, podemos concluir que os estresses de seca e luminosidade elevada causaram
alteracbes oxidativas e na eficiéncia fotoquimica das plantas de cajueiro. Essas
alteracdes possivelmente foram do tipo aclimatativas, a fim de estabelecer ajustamento

metabdlico frente as condic¢des estressantes impostas em casa de vegetagao.
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Capitulo Il

A fotoinibicio atenua danos fotoxidativos
sob condicGes de estresse hidrico em mudas de cajueiro
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Resumo

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta nativa do Brasil, amplamente
cultivada na regido Nordeste, onde tem grande importancia econdémica. Plantas adultas
de cajueiro convivem naturalmente com alta intensidade de radiagéo solar juntamente
com baixa disponibilidade de dgua no solo, e isso leva ao questionamento de como essa
espécie é capaz de tolerar essas condi¢cbes ambientais. Seria seu aparato fotoquimico de
fato resistente aos estresses de seca e alta luminosidade? Para testar a hip6tese, foram
realizados dois experimentos, num primeiro momento as mudas de cajueiro cultivadas
em condic¢es irrigadas ou com suspensao de rega foram expostas a condi¢des de luz
crescente (200, 400, 800, 1600 e 2000 pmol m™? s™) por 24h e num segundo momento,
as mudas de cajueiro nas mesmas condi¢des de umidade (irrigado ou com suspensao de
rega) foram expostas a alta luminosidade (2000 pmol m? s™) por 24h seguidas por

! com as demais

recuperacdo da radiacdo (12h claro/12h escuro) a 700 pmol m? s
condigdes ambientais controladas. Foi demonstrado que plantas de cajueiro
apresentaram fotoinibicdo em resposta ao aumento da intensidade luminosa, resposta
esta que foi intensificada nas plantas submetidas ao estresse hidrico. Interessantemente
0 excesso de luminosidade n&o induziu producgdo excessiva de EROs, conforme
indicado pelo contetdos de TBARS e de H,0, contudo essa protecdo oxidativa ndo
pode ser atribuida a dissipacdo de energia por meio do NPQ. Nessas condicOes, a
fotorrespiracdo pode ter tido esse papel de protecdo frente ao estresse de luminosidade
excessiva, assim como a reducgédo no teor de clorofilas representou pelo menos em parte,
um mecanismo de restricdo na captacdo de energia e consequente atenuacdo dos

fotodanos nessas condicdes. Hipotetizamos que a inducdo de uma nova homeostase
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metabolica, possivelmente conferida por mecanismos foto-protetores, presentes nessa
espécie foram responséveis pela efetiva protecdo celular mesmo na auséncia de
respostas fotoquimicas diretamente relacionadas com a protecédo a foto-danos, tais como
a inducdo do NPQ. Nossos dados sugerem que a fotoinibicdo causada pela luminosidade
moderada e elevada pode fornecer um mecanismo para a dindmica da regulacdo do
aparato fotossintético, evitando os foto-danos em resposta ao aumento do tempo de
exposicdo a luz elevada.

Palavras-chaves: Estresse abiotico, estresse fotoxidativo, prote¢do oxidativa.
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Abstract

The cashew (Anacardium occidentale L.) is a native plant of Brazil, widely
cultivated in the Northeast, which has great economic importance. Cashew plants grown
naturally coexist with high solar radiation intensity with low water availability in the
soil and it makes arise a question how this species is able to tolerate such environmental
conditions. Its photochemical apparatus would in fact resistant to drought and high light
stress? To test the hypothesis, two experiments were conducted, initially cashew
seedlings grown in irrigated conditions or irrigation suspension were exposed to
increasing light conditions (200, 400, 800, 1600 and 2000 pmol m? s™) for 24h and
subsequently, cashew seedlings under the same conditions of moisture (irrigated or
irrigation suspension) were exposed to high light (2000 pmol m? s™) for 24 hours
followed by recovery (12 h light/12h dark) to 700 pmol m™ s™, with the rest controlled
environmental conditions. Our study has shown that cashew plants showed
photoinhibition in response to increased light intensity. This response that was enhanced
in plants subjected to drought stress. Intriguingly the excess luminosity not induced
excessive ROS production as indicated by the content of TBARS and H,0, but this
protection cannot be attributed to energy dissipation through NPQ. Under these
conditions, photorespiration may have had this role of protection against high light,
stresses as well as a reduction in chlorophyll content represented at least in part a
constraint mechanism in energy capture and consequent attenuation of photodamage in
these conditions. We hypothesized that induction of a new metabolic homeostasis,
possibly conferred by photo-protective mechanisms present in this species were
responsible for the effective cell protection even in the absence of photochemical
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responses directly related to the protection of photo-damage, such as induction of NPQ.
We suggest that the photoinhibition caused by moderate and high luminosity could
provide a mechanism for the dynamic regulation of photosynthetic apparatus, avoiding
the photo-damage response to increasing exposure time to high light.

Key words: abiotic stress, photooxidative stress, oxidative protection.
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1.  INTRODUCAO

A luz é essencial para o processo de fotossintese, porém o excesso de energia
luminosa pode ser deletério para a maquinaria fotoquimica (JIAO et al., 2004). Quando
organismos fotossintéticos sdo expostos & luminosidade intensa, a atividade dos
fotossistemas 11 (FSII) diminui rapidamente, caracterizando a ocorréncia do fendmeno
que é denominado de fotoinibicdo do PSIl (KEREN e KRIEGER-LISKAY, 2011). As
plantas estdo frequentemente expostas a uma intensidade de luz solar que pode
ultrapassar aquela requerida para o processo de fotossintese. Nessas condigdes, 0
excesso de energia luminosa absorvida pelo aparelho fotossintetico podera causar uma
reducdo da eficiéncia fotossintética, caso ndo seja dissipado rapidamente, induzindo a
fotoinibicdo e danos fotoxidativos aos centros de reacdo do FSII (BAKER e
ROSENQVIST, 2004; MURCHIE e NIYOGI, 2011).

Essa restricdo da fotossintese (Py), induzida por excesso de luz, pode ser ainda
intensificada caso haja interacdo com outros fatores ambientais, tais como temperaturas
elevadas (POWLES et al., 2006), e estresses causados por seca (BJORKMAN E
POWLES, 1984; POULSON et al., 2006) e salinidade (BLINDOW et al., 2003).
Fotoinibicdo consiste na reducdo do rendimento quantico dos fotossistemas e pode
ocorrer de forma dindmica ou crénica, lentamente reversivel associado com a perda de
atividade de FSIl (BJORKMAN e POWLES 1984, LONG et al.1994). Esse processo é
caracterizado por redugdes paralelas na Py e rendimento quantico efetivo do
fotossistema Il e é acompanhada por um declinio na relagdo Fv/Fm e um aumento na
fluorescéncia minima (Fo) da clorofila (OSMOND e GRACE, 1995). Depois de uma
exposicdo prolongada ao excesso de fdtons, a taxa saturante de fétons diminui a Py
(LONG et al. 1994). Durante a estacdo seca, em ambientes tropicais, a elevada
irradidncia, a alta temperatura, e o déficit de agua podem causar fotoinibicao,
determinando uma reducéo da capacidade fotossintética da planta (POWLES 1984).

A deficiéncia hidrica leva a uma redugdo substancial da taxa fotossintética
liquida, devido ao fechamento dos estdomatos, o que limita a difusdo de CO, na folha
(NAYYAR e GUPTA, 2006; YANG et al., 2006), ou fatores ndo-estomaticos, tais como
a inibicdo da Rubisco ou sintese do ATP (YARDONOV et al., 2003; ZLATEV e
YORDANOV, 2004). Em consequéncia, a deficiéncia de CO,, ATP ou Ribulose 1-5
bifosfato (RuBP) bem como a inibi¢do da Rubisco ira diminuir a oxidacdo de NADPH

no ciclo de Calvin (CHAVES et al., 2009). Consequentemente, 0 receptor primario para



80

os elétrons fotossintéticos, 0 NADP®, ndo ¢ suficientemente disponivel, e uma baixa
irradiancia é necesséria para saturar a fotosintese sob condi¢Bes de estresse hidrico.
Portanto, quando uma alta irradidncia é imposta as plantas estressadas pela seca a
susceptibilidade a fotoinibicdo pode ser aumentada (FLEXAS e MEDRANO, 2002).

Acredita-se que o fotossistema Il (FSII) desempenhe um papel fundamental na
resposta da fotossintese aos estresses ambientais (BAKER, 1991). O FSIl é o
componente mais vulneravel do aparato fotossintético (ANDERSON e BARBER,
1996; YIN et al., 2010;). Estudos sugerem que o estresse hidrico pode causar danos
consideraveis ao centro de reacdo do PSII, pelo aumento a degradacédo da proteina CP43
assim como da proteina D1, interferindo com a fosforilacdo de proteinas do nucleo do
PSII (GIARDI et al., 1996; CORNIC, 2000). Durante o processo de reorganizagéo, o
turnover da proteina D1 é reforcado pelo estresse hidrico para reconstruir e manter o
restante do FSII funcional. No entanto, a menor quantidade da proteina D1 em folhas
sob estresse hidrico sugere que a sintese aumentada da proteina D1 pode néo
corresponder a sua degradacdo (GIARDI et al., 1996).

Vaérios fatores podem contribuir para a protecdo contra a fotoinibicdo, incluindo
mecanismos que diminuem a absor¢do de radiacdo — movimento de folhas, pilosidade,
refletdncia —, a fotorrespiracdo, a reducdo do oxigénio no fotossistema I (FSI), que leva
a formacdo de agua (ciclo agua-a4gua), e a dissipacdo de energia por mecanismos nao
fotoquimicos — perda de calor ou dissipacdo ndo radiativa (KASAHARA et al., 2002;
TAKAHASHI et al., 2007). A fotorrespiracdo é mais efetiva na protecdo contra a
fotoinibicdo do que o transporte alternativo de elétrons para o oxigénio no ciclo agua-
agua, pois a fotorrespiracéo dissipa o excesso de ATP e NADPH produzidos durante a
fase fotoquimica da fotossintese (WU et al., 1991).

Porém, sob excesso de luz, mais de 90% da luz absorvida pode ser dissipada via
dissipagdo ndo fotoquimica. Nesse mecanismo, hd a transferéncia de energia das
clorofilas para alguns carotendides do ciclo da xantofila que leva a dissipacéo de energia
na forma de calor, que ocorre no complexo coletor de luz do FSII (DEMMIG-ADAMS
e ADAMS, 1992; NILKENS et al., 2010). Apesar de existirem estudos sobre
fotoinibigcdo da fotossintese, pouco é o conhecimento sobre como os fatores de estresse,
tais como a seca, interagem com o excesso de luz para desencadear esse processo. O
objetivo deste trabalho foi determinar os efeitos da luminosidade e da seca na atividade

do FSII, caracterizando a susceptibilidade de processos associados a fotoinibicao, além
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de avaliar a dindminca da recuperacao da fotoinibicdo apds a exposi¢cdo a luminosidade

excessiva na presenca de estresse hidrico em mudas jovens de cajueiro.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Experimentos realizados

O presente estudo foi realizado com base em dois experimentos. Apos a realizacao
da caracterizacdo das alteracGes fotossintéticas e oxidativas das mudas de cajueiro
frentre aos estresses de luminosidade elevada e seca, chegou-se a concluséo que seria
interessante investigar o efeito fotoinibitdrio da alta luminosidade com 24 h de
exposicdo. Baseado nisso, foi entdo implantado o experimento I, onde as mudas de
cajueiro previamente cultivadas sob condicGes irrigadas ou submetidas ao estresse
hidrico, foram expostas a intensidades crescentes de luminosidade durante 24 horas de
forma continua. Em seguida, foi realizado o experimento Il no qual as mudas irrigadas e
expostas & seca foram submetidas a luminosidade moderada (700 pmol m?s™) ou
elevada (2000 pmol m™s?), por 24 horas. Em seguida, as plantas submetidas ao
tratamento de luminosidade elevada foram expostas a um periodo de recuperacdo de
12h esc/ 12h claro a 700 umol m%s™,

Descrigéo dos experimentos
Experimento I:

Obtencéo das mudas e aplicacéo de tratamentos de seca e de luminosidade em casa
camara de crescimento

As plantas utilizadas nesse estudo foram obtidas como descrito no Experimento
I, capitulo I1. Para os tratamentos de luz as plantas controle ou submetidas a seca foram
transferidas para uma camara de crescimento com condigdes controladas, de
temperatura e umidade relativa, e expostas a diferentes niveis de radiagdo (200, 400,
800, 1600 e 2000 pmol de fétons m™?s™) durante 24 horas de forma continua (Figura 1).
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Figura 1. Desenho experimental utilizado para a exposicao das plantas aos efeitos dos
estresses de seca e de luminosidade. As plantas cultivadas em condicGes controle
(irrigadas) ou expostas a seca, em casa de vegetacdo, foram submetidas a luminosidade
crescentes (200, 400, 800, 1600 e 2000 pmol m?s™) por 24 horas, de forma continua.
Para a exposi¢do aos tratamentos de luminosidade as plantas foram acondicionadas no
Fitotron, com umidade relativa de 60% =5 e temperatura de 30 °C + 2.

Experimento 11:
Aplicacéo de tratamentos da recuperacao do estresse de luz

As plantas utilizadas nesse estudo foram obtidas como descrito no Experimento |.
As mudas de cajueiro previamente crescidas em condicdes de casa de vegetacdo, sob
condigdes irrigadas ou de seca (suspenséo da rega) por 20 dias, foram submetidas aos
tratamentos de luminosidade moderada (700 umol m?s™) e elevada (2000 pmol m?s™)
em camara de crescimento (Fitotron) por 24 h consecutivas, sob condic¢des controladas.
Em seguida, um grupo de plantas que passaram pelo tratamento de alta luminosidade
foram submetidas ao tratamento de recuperagéo do estresse de luz pela exposi¢do a 12 h

de escuro seguido de 12 h de luminosidade moderada (700 pmol ms™) (Figura 2).
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Figura 2. Desenho experimental utilizado para exposic¢do das plantas a combinacdo dos
estresses de seca e luminosidade elevada, seguido do tratamento de recuperagdo do
estresse luz. As plantas cultivadas em condic¢des controle (irrigadas) ou expostas a seca,
em casa de vegetacdo, foram submetidas a uma luz moderada (700 pmol m?s™) ou
elevada (2000 pmol m?s™) por 24h, de forma continua. O tratamento de recuperacéo
do estresse de alta luz foi realizado pela exposi¢cdo das mudas a 12 horas de escuro
(18:00 as 06:00h), seguido de 12 horas (06:00 as 18:00h) em luminosidade moderada
(700 pmol m?s™* por 12h).

Delineamento estatitico e analise dos dados

O experimento | foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com
os tratamentos dispostos num fatorial 2x5, dois niveis de umidade, irrigado e seca, e 6
niveis de intensidades de luz, 200, 400, 800, 1600 e 2000 umol m™s™, respectivamente.
Cada tratamento foi representado por cinco repeticdes, num total de 50 parcelas
experimentais. O experimento Il também foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado, dispostos num fatorial 2x3, dois niveis de umidade, irrigado e seca, e 3
intensidades de radiacdo (luz moderada, luz elevada e luz de recuperacdo). Cada
tratamento foi representado por cinco repeticdes, num total de 30 parcelas
experimentais. Os dados foram submetidos ao teste F a 0,05 de significancia, por
analise de variancia, e as médias das variaveis submetidas ao teste de Turkey no mesmo

nivel de probabilidade.
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2.2. Medidas realizadas

2.2.1. Conteuldo relativo de 4gua

O conteddo relativo de agua (CRA) das folhas foi determinado pelas diferencas
de pesos fresco, turgido e seco, conforme metodologia descrita por Fidalgo et al.
(2004). Durante a coleta das mudas foram amostrados 20 discos foliares (10 mm de
didmetro) e determinada a massa fresca (MF) imediatamente. Ap6s a pesagem 0s discos
foram imersos em agua deionizada em placas de petri por 6 horas, até atingirem o peso
turgido. Apods breve secagem com papel toalha, visando eliminar o excesso de agua, foi
determinada a massa targida (MT). Para determinar a massa seca (MS) os discos foram
secados em estufa a 70°C durante 48 h. O CRA foi estimado pela seguinte relagéo: [(MF
— MS)/(MT-MS)] x 100.

2.2.2. Dano de membrana

Os danos de membranas foram determinados com base no vazamento de
eletrélitos por medidas da condutividade elétrica, conforme proposto por Shanahan et
al., (1990). Ao final do ensaio foram coletados vinte discos foliares (10 mm de
didmetro) que foram imersos em 10 ml de agua deionizada, em tubos fechados e
incubados a 25 °C por 6 horas e determinada a condutividade elétrica da solucéo (C1).
Em seguida, os tubos foram incubados a 100 °C por 1 h e apds atingir a temperatura
ambiente foi determinada a condutividade elétrica da solucdo (C2). Os danos de

membranas (DM) foram estimados pela seguinte relacdo: (C1/C2) x 100.

2.2.3. Conteldo de clorofilas

Para extracdo destes pigmentos folhas frescas foram maceradas
(aproximadamente 200 mg) com acetona 80% gelada, em almofariz de porcelana,
sendo, posteriormente, os extratos filtrados em funil com papel de filtro e transferidos
para tubos de ensaios (10 ml), protegidos da luz. Os teores dos pigmentos presentes nos
extratos foram medidos, por meio de leituras de absorbancias, em espectrofotometro,
nos comprimentos de onda de 663 nm, 645 nm para o calculo dos teores de clorofila
total 470 nm para o calculo dos teores dos carotendides e calculados, conforme

Lichtenthaler (1987), utilizando as seguintes equac®es, dadas em pg mL ™
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Clorofilatotal: 7,15 Age3 + 18,71 Ao,
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Clorofilab: 21,50 Az, — 5,10 Ages

Os valores foram corrigidos para miligramas de pigmento fotossintético por
grama de massa fresca através da multiplicacdo do resultado pelo volume final do
extrato (mL), dividido pela massa fresca (g) e multiplicado por 0,001, sendo o resultado

final expresso em miligramas de pigmento por grama de massa fresca (mg g ™ MF).

2.2.4.Conteuido de antocianinas

A quantificacdo de antocianinas foi realizada segundo método proposto por
Lees e Francis (1972). 100 mg de folhas frescas foram maceradas em almofariz de
porcelana em banho de gelo com 3 ml de solucdo extratora (85% de Etanol concentrado
+ 15% de HCL 1,5N). O extrato foi transferido para tubos de ensaio, revestidos com
papel aluminio, ficando em repouso em geladeira por 24 h. Posteriormente, 0s extratos
foram filtrados em pano de seda de trama fina, com auxilio de 5 ml da solu¢édo extratora,
deixando-se em descanso por mais duas horas. A leitura de absorbancia foi realizada no
comprimento de onda de 535 nm, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 98,2

mM*cem™.

2.2.5.Medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em folhas maduras e
completamente expandidas através do método do pulso de saturacdo (SCHREIBER et
al., 1994; van KOOTEN e SNEL, 1990) com um fluorémetro modulado (LI-6400-40,
LI-COR, EUA), acoplado com IRGA. A partir dos dados de fluorescéncia foram
calculados: eficiéncia quantica maxima do FSII, pela relagdo [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm], a
eficiéncia quantica efetiva do FSII [AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’], coeficiente de dissipagdo
fotoquimica [qP = (Fm’- Fs)/(Fm’-F0’)], coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimica

[NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’] e fluxo de fotons atual do FSII [ETR = (AF/Fm’ x PPDF x 0.5
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x 0.84)]. Para determinar a taxa de transporte aparente a nivel de FSII (ETR), 0.5 foi
usado como a fragdo de energia de excitacdo distribuida ao FSII, e 0.84 foi usado como
a fracdo de entrada da luz absorvida pelas folhas. O Fm, Fo e Fv representam a
fluorescéncia maxima, minima e variavel apos adaptacdo das folhas a 30 min de escuro,
respectivamente, e aquelas de Fm', Fo' e Fs representam a fluorescéncia maxima,
minima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz, respectivamente. As
medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas adaptadas as condicdes de
irradiancia prevalecentes na camara de crescimento, apds exposi¢do por 10s a um feixe
de luz de 270 umol m?s™ fornecido pela propria fibra 6ptica do aparelho.

Apds as medidas de fluorescéncia, foram realizadas as medidas de taxas de
fotossintese liquida (A), condutancia estomaética (gs) e transpiragdo (E), com um Sistema
Porttil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA) em folhas completamente
expandidas submetidas & irradiancia saturante (1000 pmol m™s™) fornecida por uma

lampada de halogénio externa, para saturar os fotossistemas sem danos.

2.2.6. Peroxidacao de lipidios (TBARS)

A peroxidacdo de lipidios foi estimada pelo conteldo de substancias reativas
ao acido tiobarbitdrico (TBARS) conforme Heath e Packer (1968). Para isso, 0,1 g de
folhas frescas foram macerados em almofariz na presenca de N, liquido seguido da
adicdo de TCA 5% e maceracdo por mais 3 min. O extrato foi centrifugado a 12.000 x g
durante 15 min em temperatura de 4 °C. Em seguida, 0,5 ml do sobrenadante foram
adicionados a 2,0 ml da solucdo TCA 20% e TBA 0,5% (p/v) e aquecida em banho
maria a 95 °C em tubos hermeticamente fechados durante 1 hora. Em seguida a reacéo
foi interrompida em banho de gelo, e foram realizadas leituras a 532 e 660 nm. O
contetdo de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155

mM™ cm™ apés a subtracio da absorbancia obtida a 660 nm daquela a 532 nm.

2.2.7. Determinacéo do conteudo de H,0,

O contetdo de H,O, foi determinado pelo método descrito por Gay et al.
(1999). Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio reage com Fe*? a pH baixo, na presenca
do corante alaranjado de xilenol (XO) para a formagdo de Fe*3. A concentracio de Fe*®

gerada é calculada pelo aumento da absorbancia, ocasionado pela formacdo do
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complexo Fe-XO. Para isso, 500 mg de tecido fresco de folhas foram macerados na
presenca de nitrogénio liquido. Apds a obtencdo de farinha homogénea, 1,5 ml de
tampdo borato-bérax 50 mM pH 8,4, foram adicionados, seguido de maceracdo por
mais 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13.000 x g por 20 minutos, a 4 °C.
Ao término, o sobrenadante foi coletado (H,O, total) e o precipitado, descartado. Em
seguida, aliquotas de 100 ul das amostras (diluidas, caso necessario) foram transferidas
para tubos de ensaio e adicionado 900 pl de reagente contendo 0,25 mM de FeSQOq, 0,25
mM de (NH,4)2SQO,, 0,25 mM de H,SO4, 124 uM de alaranjado de xilenol e 99 mM de
sorbitol. A mistura de reacdo foi incubada por 30 minutos, a 25 °C, e posteriormente,
foram realizadas as leituras de absorbancia, no comprimento de onda de 560 nm. As
concentragdes de H,O, foram obtidas a partir de curva padrdo e os dados serdo

expressos em pmol g™* MS.

2.2.8. Conteudo de glioxilato

O contetdo de &cido glioxilato foi determinado baseado em metodologias
desenvolvidas por Hausler et al. (1996), a partir de extracdo por maceracdo de 100 mg
MF em 1 ml de HCI 100mM. Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm/ 10 min/ 8
°C e o sobrenadante foi recolhido. Aliquotas de 200 pl do extrato foram acrescidas a
300 pl de Fenilhidrazina 1% em HCI 100mM e colocadas em banho- maria a 95°C por 2
min. A reagdo foi paralisada com banho de gelo e as leituras realizadas a 324 nm. O
conteido de glioxilato foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 17

mM™ e expresso em pmol g* MF min™

2.2.9. Atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT; EC: 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e
McHale (1987). Aliquotas de 0,05 ml de extrato protéico foram adicionadas de 2,95 ml
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C e acompanhado o decaimento da
absorbéancia a 240 nmm em espectrofotdmetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 36 mM™ cm™, a 240 nm, para o H,0, e expressa em pmol H,0, g’
! MF min™ ou de forma especifica, umol H,0, mg™ prot. min™.

2.2.10. Curvas de resposta a CO,
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Foram realizadas curvas de resposta da fotossintese a concentracdo de CO,, A
fotossintese foi acompanhada em diversas concentragdes de CO, na camara de medida.
Essas concentracgdes foram de 400, 300, 200, 100, 50, 400, 600, 800, 1200, 1600 e 2000
ppm. A partir dessa curva foram calculados a eficiéncia de carboxilacdo da rubisco
(Vemax), taxa de regeneracdo de RuBP (Jmax), O ponto de compensagdo de CO,, a
fotossintese méxima, a condutancia do mesofilo (gm) e a respiracdo na presenca de luz
(Rd). Durante a curva de resposta a0 CO, a radiacdo foi de 1000 umol fétons m? s°
Y(SHARKEY et al., 2007).

Para realizagdo das duas curvas foi utilizado o IRGA (LI-6400XT, LI-COR,
EUA) com suprimento de CO, e fonte de luz acoplados.

3. RESULTADOS

A alta intensidade de luz acentua a fotoinibi¢do transiente e reduz a atividade do
fotossistema 11 sob condicdes de deficiéncia hidrica em mudas de cajueiro

Para avaliar as respostas da atividade fotoquimica das mudas de cajueiro
submetidas a seca em exposicao a intensidade de luz crescente, foram medidos varios
parametros da fluorescéncia da clorofila a. Tanto nas plantas controle como nas mudas
expostas a seca foi verificada drastica queda da eficiéncia quéantica potencial do
fotossistema Il (F./Fr) em resposta ao aumento da intensidade luminosa, com registros
de queda de 0.3 unidades, sugerindo forte indicativo de fotoinibi¢cdo (Figura 3). O
aumento de luminosidade ndo so causou redugdes significativas na relagdo Fv/Fm como
também na eficiéncia quéantica efetiva (relacao AF/Fp’) do FSII (Figura 4B). Essa
reducdo ocorreu associada com uma forte restricdo da taxa aparente de transporte de
elétrons (ETR), principalmente nas plantas expostas a seca se comparado com aquelas
irrigadas (Figura 4A). Esses resultados indicam que elevada radiacdo (acima de 1000
pumol de fétons m?s?) pode afetar intensamente o funcionamento do aparato
fotoquimico da espécie, um efeito que € intensificado nas plantas expostas ao estresse

hidrico.
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Figura 3. Mudancas na eficiéncia quéntica potencial do fotossistema Il (Fv/Fm) em
mudas de cajueiro cultivadas em condicdes irrigadas ou de estresse hidrico (suspensao
da rega por 20 dias), ap6s a exposi¢do a intensidade crescente de luminosidade (200,
400, 800, 1600 e 2000 umol m™ s) durante 24 horas de forma continua. As medidas
representam médias de trés repeticdes + desvio padrao.

A dissipacdo do excesso de energia na forma de calor, pelo quenching néo
fotoquimico (NPQ), foi reduzida em respostas ao aumento da luminosidade nas plantas,
na auséncia e na presenca do estresse de seca, sugerindo que esse mecanismo parece
ndo ter tido grande importancia para a protecdo de fotodanos nessas condicdes (Figura
4C).
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Figura 4. Parametros de fluorescéncia da clorofila a: taxa aparente de transporte de
elétrons (A), eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il (B) e coeficiente de extingédo
ndo-fotoquimica da fluorescéncia (C) de mudas de cajueiro cultivadas em condigdes
irrigadas (circulo branco) ou suspensdo de rega (circulo preto) e sob intensidades de luz
crescentes (200, 400, 800, 1600 e 2000 pmol m™ s™), durante 24 horas. As medidas
representam médias de trés repeticdes + desvio padrao.

Pelo fato da luz n&o ter intensificado a fotoinibi¢cdo nas mudas expostas a seca
nos nos questionamos da reversibilidade dos danos causados pela luz e um experimento
de recuperacao do estresse de luz foi instalado para responder se os fotodanos causados
pelo aumento da intensidade de luz poderiam ser reversiveis.

Conforme ja havia sido observado, o0 estresse por luminosidade elevada causou
aparente fotoinibicdo, como indicado pela reducdo da eficiéncia quantica potencial

(relacdo F./Fy) (Figura 3). Na condicdo de luz moderada, plantas expostas a seca e irrigagdo
ndo diferiram entre si. O efeito da luz n&o foi revertido nos dois tratamentos ap6s recuperacao.

(Figura 5A). A alta luz induziu decréscimo significativo na eficiéncia fotoquimica potencial do
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fotossistema Il - FSII (F./F.), sendo esse efeito ligeiramente maior nas mudas expostas a seca
em comparagdo com mudas irrigadas (Figura 5A).

As medidas da taxa aparente do transporte de elétrons (ETR) e da eficiéncia
quantica efetiva dos fotossistemas II (AF/Fp’) nas plantas irrigadas indicaram que a
luminosidade elevada reduziu os percentuais desses paramentros em 16% e 50%,
respectivamente, enquanto essas reducdes atingiram cerca de 32% e 50% nas mudas
previamente expostas ao estresse hidrico quando comparadas as plantas expostas a luz
moderada (Figura 5B e 5C).

Nas plantas submetidas ao tratamento de recuperacdo para o estresse de radiacéo
foi demonstrado tanto para os processos relacionados com a transferéncia de elétrons
(indicado por ETR) quanto para os processos relacionados com a eficiéncia fotoquimica
(indicados pela relagdo AF/Fy’), que apenas o ETR, ndo se recupera do estresse de
luminosidade elevada. O mais interessante é notar que nas plantas expostas ao estresse
hidrico esses processos foram sempre mais afetados, tanto quando da exposicdo aos
estresses quanto apos o periodo de recuperacdo. Esses dados, em conjunto, indicam que
0s estresses por seca e por luminosidade excessiva isolados podem afetar severamente a
capacidade dos processos fotoquimicos nessa espécie, e que esses efeitos sao
intensamente aumentados pela interacdo desses fatores abioticos (seca x luminosidade).

A dissipacdo do excesso de energia por meio da quenching ndo fotoquimico
(NPQ) aparentemente teve pouco efeito na protecdo fotoquimica em resposta ao estresse
por elevada radiacdo, e esse efeito foi ainda mais restrito nas plantas expostas ao
estresse hidrico (Figura 5D). Nas plantas irrigadas e naquelas pré-cultivadas na seca e
expostas a luminosidade elevada ocorreu redugdes significativas do NPQ em
comparacdo com as plantas expostas a luminosidade moderada, destas, apenas as
irrrigadas recuperaram do estresse de luminosidade excessiva, retornando aos mesmos

niveis daquelas expostas a luz moderada.
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Figura 5. Medidas da eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il (A), da taxa
aparente de transporte de elétrons (B), da eficiéncia quantica efetiva do fotossistema Il
(C) e do coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (D) em plantas de cajueiro cultivadas
em condic0es irrigadas (barras brancas) ou de seca (barras pretas) medidos apds 24 h de
exposicao a luminosidade moderada (700 pmol m™ s%), ao estresse de radiagdo (2000
umol m? s) e 24 horas ap6s a recuperacéo do estresse de luz elevada. Médias seguidas
da mesma letra maiuscula ndo diferem entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas
seguidas pela mesma letra minuscula ndo diferem dentro de cada intensidade de luz,
pelo teste de Tukey (P<0.05).

Nao houve estresse oxidativo em plantas de cajueiro submetidos a seca em exposi¢ao
a intensidades de luz crescentes.

As medidas dos contetdos de dois indicadores da ocorréncia de estresse
oxidativo demonstram uma aparente auséncia de danos oxidativos nos tecidos foliares
de mudas controle e expostas a seca em resposta ao aumento da intensidade luminosa
(Figura 6A e 6B). Os contetdos de H,O, e de TBARS nos tecidos foliares também
foram mensurados no experimento de recuperagdo da intensidade luminosa e 0s
resultados foram os mesmos, (reducdo dos contetdos em respostas aos efeitos isolados
dos estresses causados por luminosidade e por seca) (Figura 7A e 7B), sugerindo que

ndo ocorreram danos oxidativos nessas condicoes.
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Figura 6. Conteudo de peroxido de hidrogénio (A) e na intensidade da peroxidacao
lipidica (B) em folhas de plantas de cajueiro cultivadas em condicfes irrigadas ou de
estresse hidrico (suspensdo da rega por 20 dias), apds a exposicdo a intensidades
crescentes de luminosidade (200, 400, 800, 1600 e 2000 umol m™ s) durante 24 horas
de forma continua. As medidas representam médias de trés repeti¢fes + desvio padrao.
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Figura 7. Conteudos de perdxido de hidrogénio (A) e peroxidacdo de lipidios (B) em folhas
mudas de cajueiro cultivadas sob condicGes irrigadas (barras brancas) ou de seca (barras pretas)
ap6s 24 h de exposicao ao estresse de luminosidade elevada (2000 pmol m? s™) e 24 horas apds
a recuperacao ao estresse de luz. Médias seguidas da mesma letra maiuscula nédo diferem
entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas seguidas pela mesma letra mindscula ndo
diferem dentro de cada intensidade de luz, pelo teste de Tukey (P<0.05).

O nédo aumento do contetdo de H,O, nas mudas de cajueiro pode ser explicado
em parte pela atividade da CAT que foi relativamente maior nas mudas expostas ao

estresse de luz se comparado com expostas a seca , indicado que atividade da enzima é

bastante modulada pela luz (Figura 8). As enzimas catalases sdo as principais
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peroxidases envolvidas na remoc¢do do H,O, produzido pela a atividade da GO nos
peroxissomos (MITTLER, 2002; MHAMDI et al., 2010).
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Figura 8. Atividade da enzima catalase , em folhas de plantas de cajueiro cultivadas sob
condic@es irrigadas (circulo branco) ou sob suspensdo da rega (circulo preto) e sob
intensidades de luz crescentes (200, 400, 800, 1600 e 2000 umol m? s™) (A); em folhas
de plantas de cajueiro cultivadas sob condigdes irrigadas (barras brancas) ou de seca (barras
pretas) apos 24 h de exposicdo ao estresse de luminosidade elevada (2000 pmol m? s™) e 24
horas ap6s a recuperagdo ao estresse de luz (B). Médias seguidas da mesma letra mailscula
ndo diferem entre os tratamentos de luz, enquanto aquelas seguidas pela mesma letra
minuscula ndo diferem dentro de cada intensidade de luz, pelo teste de Tukey (P<0.05).

Caracterizacdo morfo-fisiologica indica a susceptibilidade das plantas de cajueiro
expostas a seca sob intensidades de luz crescente.

Andlises comparativas de folhas maduras foram realizadas usando plantas
controle e as que tiveram a suspensdo da rega por 20 dias. Ambos os grupos de plantas
foram submetidos a irradiancia de luz crescente (200, 400, 800, 1600 e 2000 umol.m?.s”
1) por 24 horas. Na figura 9, podemos observar alguns danos ocasionados pela seca. O
déficit hidrico pode reduzir a fotossintese de trés maneiras e uma delas € pela reducgéo
da area foliar disponivel pela interceptacdo da radiacdo solar. Em nossos resultados
verificamos que a seca reduziu 51,5% a massa fresca das folhas (dados ndo mostrados),
além disso, foi observado movimento foliar nas mudas sobmetidas a seca, que se
mostraram mais inclinadas na vertical em relagdo as mudas controle, evidenciando uma
possivel fuga da exposicdo ao excesso de luz como mecanismo fotoprotetor em
respostas a combinagdo da seca com o excesso de luz (Figura 9A).

Outro sintoma apresentado foi o roxeamento das folhas, indicando talvez a
ativacdo do ciclo das antocianinas (Figura 9B-E). Esse acumulo de pigmentos
apresentou um comportamento antagoénico. Quando as mudas eram expostas a luz baixa

(200 umol m?s™), a concentragdo de antocianina se mostrou bastante elevada apenas
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nas mudas expostas a seca, contrariamente quando as mudas eram expostas a alta
luminosidade a concentragdo de antocianinas era maior nas mudas irrigadas em

comparagao com aquelas pré- expostas a seca (Figura 9B-E e 11D).

Figura 9. Aspectos morfoldgicos de mudas de cajueiro expostas aos estresses hidrico e
de elevada radiacdo. A) Movimento foliar observado nas mudas sobmetidas a seca
(folhas mais inclinadas na vertical) em relagdo as mudas controle (posi¢cdo normal),
evidenciando uma possivel fuga da exposicdo ao excesso de luz como mecanismo
fotoprotetor em respostas a combinacdo da seca com o excesso de luz; B-E) Maior
acumulo de pigmentos (coloracdo escura) no tecido foliar de mudas expostas a seca (C)
em comparagdo ao controle (B) apds a exposicdo a 200 umol de fotons m~ s durante
24 horas; (D-E) Maior acimulo de pigmentos (coloragdo escura) no tecido foliar em
mudas controle (D) em relagdo as mudas estressadas pela seca (E) ap0s a exposicao a
2000 pmol de fétons m™s™ por 24 horas.
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As plantas de cajueiro expostas a seca apresentaram reducdo do CRA foliar
quando comparadas com o controle em todos os pontos da cinética de luz crescente
(Figura 10A) e o dano de membrana, estimado com base na condutividade elétrica (CE),
mostrou que a partir de 400 umol m?2s™ de fétons de luz houve um efeito negativo
sobre a integridade celular tanto das mudas controle como das mudas expostas a seca
(Figura 10B).
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Figura 10. Mudancas do conteldo relativo de agua (A) e do dano de membrana (B) em
folhas de mudas de cajueiro cultivadas em condigdes irrigadas ou de estresse hidrico
(suspensdo da rega por 20 dias), ap6s a exposicdo a intensidades crescentes de
luminosidade (200, 400, 800, 1600 e 2000 umol m™ s™) durante 24 horas de forma
continua. As medidas representam médias de trés repeti¢fes + desvio padrao.

Nas plantulas submetidas a seca, houve reducdo da clorofila total, como foram
dos contelidos de carotendides e antocianinas em resposta ao aumento da intensidade
luminosa (Figuras 11A-D). Contrariamente, nas mudas controle, os contetdos de
clorofilas totais ndo foram afetados em funcdo do aumento da luminosidade, porém os
conteddos de carotendides, e principalmente de antocianinas, demonstraram um
significativo aumento em resposta ao aumento da luminosidade, sugerindo que nessas
condigdes (irrigado) esses antioxidantes podem representar um importante mecanismo
de protecdo oxidativa. Esses resultados demonstram que nas mudas submetidas ao
estresse hidrico a exposicéo a intensidades elevadas de luminosidade pode comprometer
os contetdos de clorofilas e consequentemente afetar o papel desses pigmentos nos

processos de captacéo e utilizagdo de energia luminosa.
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Figura 11. Mudancas nos contetdos de clorofilas totais (A) e razéo clorofilas a/b (B), e
nos conteudos dos pigmentos carotendides (C) e antocianinas (D) em mudas de cajueiro
cultivadas sob condicdes irrigadas ou de estresse hidrico (suspensdo da rega por 20
dias), apds a exposicdo a intensidades crescentes de luminosidade (200, 400, 800, 1600
e 2000 pumol m?™) durante 24 horas de forma continua. As medidas representam
médias de trés repeti¢des + desvio padrao.

Fotorrespiracdo como mecanismo de fotoprotecéo utilizado pelas mudas de cajueiro
submetidas a alta luz

O aumento da intensidade luminosa resultou em pouca variagdo no conteudo de
glioxilato, um importante indicador de atividade fotorrespiratéria (Figura 12). A
atividade da catalase, também outro importante indicador da atividade fotorrespiratoria,
respondeu ao aumento da intensidade de luz com um maior incremento na sua atividade,
por outro lado, nas mudas expostas ao estresse de seca, 0 aumento da intensidade
luminosa ocasionou pouco aumento da atividade desta enzima sugerindo que na
condicdo de luminosidade elevada, as mudas irrigadas tiveram uma maior atividade

fotorrespiratoria se comparado com aquelas submetidas a seca (Figura 8 A e 8B).
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Figura 12. Contetdo de glioxilato em mudas de previamente cajueiro cultivadas sob
condic@es irrigadas (circulo branco) ou sob suspensdo da rega (circulo preto) e sob
intensidades de luz crescentes (200, 400, 800, 1600 e 2000 umol m? s). As medidas
representam médias de trés repeti¢bes + desvio padrao.

4. DISCUSSAO

As plantas de cajueiro apresentaram fotoinibicdo em resposta ao aumento da
intensidade luminosa, resposta esta que foi intensificada nas mudas submetidas ao
estresse hidrico. Em condicdes extremas de alta luz, o aparato fotossintético pode ser
danificado de forma irreversivel. Uma das estratégias de sobrevivéncia das mudas
expostas a alta luz é a eliminacdo do excesso de energia absorvida na forma de calor
(dissipacdo térmica), a qual pode ser medida como o quenching ndo fotoquimico (NPQ)
a partir da fluorescéncia da clorofila a. Entretanto, neste estudo essa prote¢do nao pode
ser atribuida a dissipacéo de energia por meio do NPQ, conforme mostrado nas figuras
4E e 5D.

Associado a mecanismos de dissipacdo do excesso de energia, por meio do
NPQ, outros processos metabdlicos como a fotorrespiracdo e a protecdo oxidativa,
conferidas por enzimas antioxidantes, podem contribuir para evitar foto-danos em
plantas em condi¢do de excesso de luminosidade. Aqui, 0 excesso de luminosidade
também ndo induziu estresse oxidativo, conforme indicado pelo contetdos de TBARS e
de H,O, (Figuras 6 e 7). Esses dados sugerem que a espécie € capaz de apresentar
mecanismos de foto-protecdo eficientes para evitar os foto-danos nessas condigdes. Os
resultados reforcam assim a hipdtese de que essa espécie deve induzir outros
mecanismos de foto-protecdo capazes de lidar com o excesso de energia luminosa, ao
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ponto de evitar a ocorréncia de danos oxidativos, mesmo frente a combinacdo de seca
com luminosidade elevada.

A fotorrespiracdo pode ter tido esse papel de protecdo frente a esses estresses de
seca combinado a luz alta. E sabido que a atividade fotorrespiratoria é considerada uma
via metabolica que pode atuar como dreno de elétrons durante condicdes de restricdo do
processo de fotossintese (PETERHANSEL e MAURINO, 2010). A fotorrespiragdo
representa um importante dreno de elétrons sob condi¢es em que ocorre estimulo da
atividade de oxigenase da ribulose 1-5 bifosfato carboxilase oxigenase (FOYER et al.,
2009), pelo consumo direto/indireto de poder redutor (NADPH) e consequente
aumentos da relagio NADP*/NADPH, auxiliando na redugdo de sobrecarga da CTE
cloropléstica (FOYER e NOCTOR, 2000). Por esse mecanismo a fotorrespiracdo pode
atenuar a producao excessiva de EROs, embora represente per si a mais importante via
metabolica produtora de H,0O,, uma importante espécie reativa de oxigénio, na célula
vegetal (TAKAHASHI e BADGER, 2010).

Nas plantas irrigadas e expostas a alta luz, uma discreta, porém maior, atividade
de fotorrespiracao pode ter atuado como um mecanismo de dissipacdo de elétrons, o que
teria restringido a producdo de EROs e conseqlientemente atenuando os danos
oxidativos. Além disso, o resultado inalterado do contetdo de peréxido de hidrogénio
pode sugerir uma sincronia entre as atividades de GO e de catalases (CAT). Conforme
observado na figura 8, a atividade da CAT foi relativamente maior nas mudas irrigadas
e expostas a luminosidade elevadas se comparado com aquelas submetidas a seca. Esse
resultado pode explicar a ocorréncia da maior atividade de CAT associada com 0 nao
aumento do contetdo de H,O, nas mudas irrigadas sob condicéo de luz alta. As enzimas
catalases sdo as principais peroxidases envolvidas na remogéo do H,O; produzido pela a
atividade da GO nos peroxissomos (MITTLER, 2002; MHAMDI et al., 2010).

A protecdo oxidativa celular é conferida por uma integracdo envolvendo
protetores de natureza enzimética e ndo enzimatica (M@JLLER et al., 2007). Como
demonstrado acima, a CAT apresentou papel importante na protecdo contra 0 excesso
de H,O, gerado em funcdo da atividade fotorrespiratoria, particularmente nas mudas
expostas ao estresse de luz isolado. Além dessa protecdo, foi observada uma
significativa reducdo no contetdo de clorofilas, os principais pigmentos envolvidos na
captacdo da energia luminosa para os processos fotoquimicos, principalmente nas

mudas sob estresse de seca (Figura 10). Assim, essa reducdo no teor de clorofilas pode
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representar, pelo menos em parte, um mecanismo de restricdo na captacdo de energia e
consequente atenuacgdo dos fotodanos nessas condiges.

Essa auséncia de foto-danos nas mudas de cajueiro expostas ao excesso de luz
isolada, ou em combinacdo com a seca, ap0s 24 horas de tratamento continuo de luz
mostrou um resultado conflitante. Essa resposta nos levou a levantar a hipotese de que a
inducdo de uma nova homeostase metabolica, possivelmente conferida por mecanismos
foto-protetores presentes nessa espécie, foram responsaveis por essa efetiva protecéo
celular mesmo na auséncia de respostas fotoquimicas diretamente relacionadas com a
protecdo a foto-danos, tais como a inducdo do NPQ. Sugerimos que a fotoinibicao
causada pela luminosidade moderada e elevada poderia fornecer um mecanismo para a
dindmica da regulacdo do aparato fotossintético, evitando os foto-danos em resposta ao

aumento do tempo de exposicdo a luz elevada.
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Resumo

Neste estudo, pretendeu-se analisar o desempenho fotossintético e 0 metabolismo
oxidativo em plantas de cajueiro submetidas ao estresse hidrico combinado com dois
niveis de irradiancia (moderado e elevado). Foram determinados atividade fotoquimica,
conteddo de pigmentos, peroxidacdo lipidica, deteccado in situ de peroxido e superdxido
e atividades enzimaticas de peroxidase do ascorbato e dismutase do superoxido. Plantas
de cajueiro submetidas a suspensdo de rega por 20 dias foram expostas aos diferentes
tratamentos de luz. A fluorescéncia da clorofila foi determinada a cada trés horas do
tempo de exposicdo a luz e as andlises bioquimicas ao final de cada tratamento de luz.
As plantas de cajueiro irrigadas apresentaram fotoinibicdo apenas quando as plantas
foram expostas a luminosidade elevada, ao contrario das plantas submetidas ao estresse
hidrico, que j& apresentaravam ocorréncia de fotoinibicdo a partir de seis horas de
exposicdo a luz moderada, demonstrando que a luminoisdade elevada per se afeta esse
pardmetro, contudo ndo exacerba o efeito negativo sobre a condicdo de seca. A
exposicdo a luz causou danos estruturais e disfungéo da atividade do FSII, observados
pelos valores de Fo e Fy,. Esses danos foram correlacionados com elevados niveis de
degradacdo da proteina D1, particularmente em mudas expostas a seca e submetidas a
luz elevada. Isso pode ter contribuido para diminuigdo na eficiéncia do FSII, observado
pelos valores de AF/Fm’ e ETR, nessas condigdes. Sob condigdes de seca o FSI também
apresentou queda na sua eficiéncia, bem como uma menor taxa de transporte de

elétrons. O imunoblot da PC, proteina responsavel pelo fluxo de elétrons entre o FSll e
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FSI, revelou menor expressdo dessa proteina nas plantas expostas a seca combinadas
com alta luz. O coramento por NBT revelou que nas mudas submetidas a seca a
formacgéo do radical O, foi bem mais retardada, possivelmente pelo menor fluxo de
elétrons observados nestas plantas. Esse conjunto de dados nos sugerem que a
fotoinibicdo teve um papel importante para a protecdo fotoxidativa atribuido ao efeito
desse processo na reducdo da atividade do FSII e consequente menor atividade
fotoquimica, o que resultou em menor transferéncia de elétrons. Essa sugestdo foi ainda
reiterada no presente estudo com base na reducao do conteudo da proteina D1, um dos
principais componentes estrutural e funcional do FSII, e da plastocianina (PC), outro
importante carreador de elétrons. A modulacdo do conteldo dessas proteinas pode ter
contribuido para restringir a formagdo de EROs e consequente danos oxidativos sob
condi¢cdes indutoras de estresse fotoxidativos, como a seca associada com

luminosidades elevadas, nessa espécie.

Palavras-chaves: Estresse de seca, Estresse de Luminosidade Elevada,

Fotoinibicdo, Fotossistema I, Fotossistema Il e Fotoprotecao.
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Abstract

In this study, we sought to analyze the photosynthetic performance and oxidative
metabolism in cashew plants subjected to drought stress combined with two levels of
irradiance (moderate and high). Photochemical activity, pigment content, lipid
peroxidation, in situ detection of superoxide and peroxide and enzymatic activities of
superoxide dismutase and ascorbate peroxidase were determined. Cashew plants
subjected to withholding the water supply for 20 days were exposed to different light
treatments. The chlorophyll fluorescence was measured every three hours of exposure
time to the light and biochemical analyzes after each light treatment. The cashew plants
irrigated presented photoinhibition only when plants were exposed to high luminosity,
unlike the plants subjected to drought stress, which has presented photoinhibition after
six hours of exposure to moderate light, demonstrating that the high light per se cause
affect about this parameter, however does not exacerbate the adverse effect on the
drought stress condition. Light exposure caused structural damage and dysfunction of
PSII activity, observed by the values of FO and Fm. These damages have been
correlated with high levels of D1 protein degradation, particularly seedlings exposed to
drought stress and subjected to high light stress. This may have contributed to a
decrease in efficiency of PSII, observed by values of AF/Fm and ETR in these
circumstances. Under drought stress condition the PSI also decreased in efficiency as
well as presented lower electron transport rate. The immunoblot of the PC, this protein
is responsible for electron flow between PSII and PSI, revealed lower expression of this
protein in plants exposed to drought combined with high light. The staining by NBT
revealed in this seedlings subjected to drought stress the O, radical formation was much

delayed, possibly due to lower electron flow observed in these plants. This set of data



109

suggests that the photoinhibition had an important role to photooxidative protection
attributed to the effect of this process on the reduction of PSII activity and consequent
lower photochemical activity, which resulted in lower transfer of electrons. This
suggestion was further enhanced in this study based on the reduction of the content of
D1 protein, a major structural and functional component of PSII, and plastocyanin (PC),
another major carrier of electrons. The modulation of the content of these proteins may
have contributed to restrict the formation of ROS and consequent oxidative damage
under photooxidative stress-inducing conditions such as drought associated with high

luminosities, in this species.

Key words: Drought stress, High Light Stress, Photoinhibition, Photosystem I,

Photosystem Il and Photoprotection.
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1. INTRODUCAO

A fotoinibicdo € um processo fisioldgico induzido em plantas quando os fétons
absorvidos pelo aparato fotossintético excedem sua utilizagdo na assimilacéo de carbono
(BAKER e ROSENQVIST, 2004; MURCHIE e NIYOGI, 2011). Usualmente, é
observada uma depressao da capacidade fotossintética induzida pela luz (ANDERSON
e BARBER, 1996) e isso afeta tanto a produtividade como o crescimento (ARO et al.,
1993; LONG et al., 1994). A fotoinibicdo é reforcada quando as plantas sdo expostas a
estresses ambientais como seca, salinidade, altas temperaturas e alta irradiancia
(MURATA et al., 2007). Seca severa restringe a produtividade e a distribuicdo
territorial de plantas. Sob condi¢bes de campo, é geralmente caracterizada pela
combinacdo de escassez de &gua, alta temperatura e alta irradiancia (FLEXAS et al.,
2002).

Estresse de seca leva a uma reducdo substancial na taxa fotossintética, devido ao
fechamento estomatico, que restringe a difusdo do CO, na folha (CORNIC e
MASSACCI, 1996; FLEXAS e MEDRANO, 2002), ou fatores ndo estomaticos, tais
como inibicdo da Rubisco ou sintese de ATP (LAWLOR e CORNIC, 2002; FLEXAS e
MEDRANO, 2002). Em consequéncia, a deficiéncia de CO, e ATP assim como a
inibicdo da atividade da Rubisco diminuira a oxidacdo de NADPH no ciclo de Calvin.
Consequentemente, o aceptor primario de elétrons, NADP*, ndo é suficientemente
acessivel, e uma baixa irradidncia é requerida para saturar a fotossintese sob deficiéncia
hidrica. Em contrapartida, quando a alta irradiancia € imposta a plantas submetidas a
seca, a suscetibilidade a fotoinibicdo pode ser aumentada (FLEXAS e MEDRANO,
2002).

Ha diversos mecanismos de protecdo da fotoinibicdo, tais como dissipacdo néo
fotoquimica, transporte de elétron para o oxigénio, nos processos de fotorrespiracao
e/ou reagdo de Mehler (ZHOU et al., 2007), e mudancgas de concentragdo nos contetdos
de clorofila (PASTENES et al., 2005).0 refor¢co da capacidade fotoprotetora, que
compete com a fotoquimica pela energia absorvida, resulta em uma fraca regulacdo da
fotossintese, que € mostrada pela diminuicdo do rendimento quantico do fotossistema 11
(GENTY et al., 1989). No entanto, tem sido documentada em plantas nativas de regies
do semiéarido, que o transporte de elétrons estd associado com processos de elevada

absorcéo de O, (reacdo de fotorrespiracdo e Mehler), o que, presumivelmente, mantem
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um elevado ApH e NPQ, dissipando excesso de luz como calor e fornecendo
fotoprotecdo ao aparato fotossintético (ZHOU et al., 2007).

Tanto a disponibilidade de luz como a de energia para biossintese de moléculas
sdo fatores criticos para o reparo da funcdo fotossintética (ANDERSON et al., 1995;
HUNER et al., 1998). A exposi¢éo a baixa ou moderada irradiancia durante tratamento
de curto prazo combinado com outros estresses ambientais €& muitas vezes benéfico
para as plantas, diminuindo a extensdo de danos causados ao aparato fotossintético,
especialmente o fotossistema Il (FSII) (HAVAUX, 1994; HAVAUX et al, 1991).

A exposicdo & luminosidade elevada, no entanto, aumenta a magnitude de
inibicdo da reparagdo dos danos ocasionados ao aparato fotossintetico induzida por
outros estresses ambientais (AL-KHATIB e PAULSEN, 1989; KRESLAVSKI e
KHRISTIN, 2003). Por exemplo, a deficiéncia hidrica pode causar uma super reducao
ao longo do cadeia de transporte de elétrons fotossintéticos (GOLDING e JOHNSON,
2003), limitando o fluxo de elétrons na CTE. O fluxo de elétrons ciclico em torno do
FSI desempenha um papel importante como uma fonte extra de ATP, requerido para a
sintese de proteinas e de reparacdo total do FSII (ALLAKHVERDIEV et al., 2005).
Este pode ser um motivo para o qual o transporte de elétrons ciclico protege FSII da
fotoinibicdo (MIYAKE e OKAMURA, 2003) visto que o acumulo de elétrons ao redor
do FSI pode levar a maior formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(NISHIYAMA et al., 2006). As EROS podem ndo sé danificar diretamente o aparato
fotossintético (ASADA, 1999; CHOW e ARO, 2005), mas também inibir a sintese
proteica, a qual é necessaria para a reparacao de fotodano (NISHIYAMA et al. 2001,
2005, 2006, 2011, OHNISHI et al. 2005).

Neste estudo foram examinadas as respostas do metabolismo fotossintetico ao
estresse hidrico combinados com dois niveis de irradidncia em folhas de cajueiro e
como o aparato fotossintético lida com o excesso da entrada de energia. NOsS
estabelecemos a inter-relacdo entre a atividade e a tolerancia do aparato fotossintético
em plantas pré-expostas a deficiéncia hidrica. N&s hipdtetizamos que a fotoinibicdo
causada pela luminosidade elevada poderia fornecer um mecanismo para a dinamica da
regulacdo do aparato fotossintético, evitando os foto-danos em resposta ao aumento do

tempo de exposicao a luz elevada.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Aplicacdo dos tratamentos de seca e luminosidade (alta e moderada) em

curto intervalo de tempo

As plantas utilizadas nesse estudo foram obtidas como descrito no Experimento |
e Il, do capitulo anterior. Objetivando-se obter uma cinética de todos os parametros
fotoquimicos, mas principalmente, a do excesso de energia e encontrar o periodo de
tempo onde houve a mé&xima dissipacdo desse excesso de energia, plantas irrigadas e
submetidas & seca foram expostas a duas intensidades de luz (700 e 2000 pmol m™s™),

desta vez em uma escala de tempo menor até 12h, conforme planejamento apresentado

abaixo.
Plantulas
15 DAP Casa de vegetagdo Luminosidades
l (Baixa/Alta)
Irrigado/Seca « . 7000u 2000 umol.m2s?t_
(20 dias) Diferentes tempos de

exposicdo a luz

S
rd

A

(3;6;9e12)

Figura 1. Desenho experimental utilizado para a exposi¢do das mudas aos efeitos dos
estresses de seca e de radiacdo. As plantas cultivadas em condi¢cdes controle (irrigadas)
ou expostas a seca, em casa de vegetagdo, foram submetidas a duas intensidades de luz
(700 e 2000 pmol m™?s™) por 12 horas, com medicdes dos parametros fotoquimicos
realizadas a cada 3h. Para a exposicao aos tratamentos de luminosidade as mudas foram
acondicionadas no Fitotron, com umidade relativa de 60% = 5 e temperatura de 30 °C +
2.

Delineamento estatistico e analise dos dados

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com 0s
tratamentos dispostos num fatorial 2x2x4, dois niveis de umidade, irrigado e seca, duas
intensidades de luz (700 e 2000 umol m>s™) e 4 intervalos de tempo: 3, 6, 9 e 12h.
Cada tratamento foi representado por cinco repeticdes, num total de 80 parcelas
experimentais. Os dados foram submetidos ao teste F a 0,05 de significancia, por
analise de variancia, e as médias das variaveis submetidas ao teste de Tukey no mesmo

nivel de probabilidade.
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2.2. Medidas realizadas

2.2.1. Medidas de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila

As medidas da fluorescéncia da clorofila a foram realizadas em folhas maduras e
completamente expandidas atraves do método do pulso de saturacdo (SCHREIBER et
al., 1994; van KOOTEN e SNEL, 1990) com um fluorébmetro modulado (LI1-6400-40,
LI-COR, EUA), acoplado com IRGA. A partir dos dados de fluorescéncia foram
calculados: eficiéncia quantica maxima do FSII, pela relacdo [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fm], a
eficiéncia quantica efetiva do FSII [AF/Fm’ = (Fm’-Fs)/Fm’], coeficiente de dissipagdo
fotoquimica [qP = (Fm’- Fs)/(Fm’-Fo’)], coeficiente de dissipa¢ao nao fotoquimica
[NPQ = (Fm-Fm’)/Fm’] e fluxo de fotons atual do FSII [ETR = (AF/Fm’ x PPDF x 0.5
x 0.84)]. Para determinar a taxa de transporte aparente a nivel de FSIlI (ETR), 0.5 foi
usado como a fracdo de energia de excitacdo distribuida ao FSII, e 0.84 foi usado como
a fracdo de entrada da luz absorvida pelas folhas. O Fm, Fo e Fv representam a
fluorescéncia méxima, minima e variavel apés adaptacdo das folhas a 30 min de escuro,
respectivamente, e aquelas de Fm', Fo' e Fs representam a fluorescéncia méaxima,
minima e no estado de equilibrio dindmico na presenca de luz, respectivamente. As
medidas realizadas na presenca de luz foram feitas em folhas adaptadas as condi¢des de
irradiancia prevalecentes na cdmara de crescimento, apos exposicao por 10s a um feixe
de luz de 270 umol m™s™ fornecido pela prépria fibra éptica do aparelho.

Apobs as medidas de fluorescéncia, foram realizadas as medidas de taxas de
fotossintese liquida (A), condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), com um Sistema
Portatil de Fotossintese (LI-6400XT, LI-COR, EUA) em folhas completamente
expandidas submetidas & irradiancia saturante (1000 pmol m™s™) fornecida por uma

lampada de halogénio externa, para saturar os fotossistemas sem danos.
2.2.2.Extragéo de proteinas

A extracdo de proteina foi realizada conforme Zimmermam et al., (2006), com
modificagdes. Amostras de folhas frescas (0,1 g) foram maceradas em almofariz na
presenca de N, liquido seguido da adicdo de tampdo Tris-HCI 100 mM (pH 8,0),
contendo 30 mM de DTT, 20% de glicerol e 3% de PEG-6000. Apds a extracdo, 0
extrato foi centrifugado a 14.000xg em temperatura de 4 °C durante 30 min. O

sobrenadante foi utilizado para determinagdo das atividades enzimaticas, zimogramas e
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imunoblots. O conteddo de proteinas soltveis foi determinado conforme Bradford

(1976) e estimado com base em curva padréo, utilizando BSA.

2.2.3. Imunoblot para Rubisco, plastocianina, proteina D1 e catalase

As mudangas no conteldo da Rubisco, plastocianina, proteina D1 e catalase
foram avaliadas por imunoblot, utilizando anticorpo especifico contra a subunidade
maior da rubisco, plastocianina, fragmentos C-terminal de PsbA e catalase
respectivamente. ApoOs a separacao das proteinas por eletroforese em gel desnaturante
(SDS-PAGE) 12,5% (Rubisco, proteina D1 e catalase) e 15% (plastocianina), foi
realizada uma eletrotransferéncia das proteinas para uma membrana de nitrocelulose em
sistema Umido. Em seguida foi realizada a detec¢do das subunidades maior da Rubisco
(SMR), plastocianina e fragmentos PsbA C- terminal por imunoblot utilizando os
seguintes anticorpos especificos: (R4404, Sigma), (AS06 141, Agrisera), (AS05 084,
Agrisera) e (AS09 501, Agrisera), respectivamente. Na revelacdo foi empregado um
anticorpo secundario 1gG (A 9046, Sigma) conjugado com peroxidase alcalina,
conforme Lee et al. (2007). As imagens correspondentes as bandas reveladas foram
escaneadas utilizando programa especifico e apresentadas na forma de graficos como

valores relativos.

2.2.4. Inducdo da cinética rapida da fluorescéncia e parametros relacionados

As determinacdes relativas a emissdo de fluorescéncia da Clorofila a foram
efetuadas a temperatura ambiente (= 27°C) in vivo e in situ empregando o fluorimetro
DUAL PAM 100 (Heinz Walz GmbH., Alemanha).

A luz de excitagdo utilizada nos ensaios foi padronizada em 3000 pumol fotons
m2s™ na superficie da folha e a inducdo rapida da fluorescéncia da Chl a foi realizada
no intervalo de tempo de 10 us a 400 ms.

O material vegetal foi pré-adaptado no escuro por 30 minutos antes das
determinac@es de fluorescéncia. O tempo de 30 minutos é suficiente, para o relaxamento
de todo o sistema transportador de elétrons fotossintéticos (OLIVEIRA, 1995),

garantindo o estado oxidado dos receptores de elétrons.
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A partir do emprego de luz saturante (3000 umol m?™) e da condicio de
completo relaxamento do sistema, o pico de fluorescéncia emitido foi considerado como
Fm. A fluorescéncia a 50 us foi considerado como valor Fy (transiente O) e a
fluorescéncia maxima obtida como Fy (transiente P), de acordo com Strasser et al.
(2004). A curva de inducéo da fluorescéncia foi plotada em escala de tempo logaritmica
permitindo a visualizagcdo de transi¢cdo. A determinagdo do tempo de surgimento para
transientes de fluorescéncia rapida J e | foi de 2 ms para o transiente J e 30 ms pra o
transiente I, segundo Strasser et al. (2004).

Para uma andlise detalhada da curva de inducéo de fluorescéncia, calculamos a

area integrada entre o sinal de fluorescéncia medido e Fm, dada por:

Tm é o tempo necessario para se atingir a ilumina¢do Fm. O pardmetro Sm,
uma medida da energia necessaria para fechar o CR FSII ativo e foi calculado

dividindo-se a area por Fv: Sy, = area / Fv (Strasser et al, 2000).

2.2.5. Medidas dos parametros do FSI

Pardmetros do FSI foram determinados atraves do sistema Dual PAM-100
(Heinz Walz, Effeltrich, Alemanha) conectado a um computador com software
“WinControl” usando modulacdo de amplitude de pulso (COOPMAN et al., 2010).
Pulsos de saturacdo (PS), introduzidos principalmente para a medicdo de fluorescéncia
PAM foram também aplicados para avaliar os parametros P700. Os sinais de P700 (P)
podem variar entre nivel minimo (P700 totalmente reduzido) e o nivel maximo (P700
totalmente oxidado). O sinal P maximo foi determinada através da aplicacéo de PS ap0s
pré-iluminacdo com vermelho distante. Sob condi¢Ges limitadas do lado doador
(produzido pela exposicdao vermelho-distante), PS transitoriamente induz a completa
oxidacdo P700. Depois que o PS foi aplicado, o sinal P minimo foi medido quando
P700 se encontrava totalmente reduzido. A diferenca do sinal entre os estados
totalmente reduzidos e oxidados € denominada por Pm. A iluminagdo actinica foi
iniciada, e PS foi fornecido cada 30 s, com os mesmos pulsos utilizados para
fluorescéncia e analises P700. Cada PS foi seguido por um periodo de 1 s no escuro
para determinar o nivel de sinal minimo P (Po; P700 totalmente reduzido). P foi

registrado antes da aplicacdo de PS e brevemente depois PS foi fornecido (Pm’), quando
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foi observada a oxidacdo maxima de P700, e finalmente no fim do intervalo de 1 s no
escuro apds cada PS (determinacéo Py). Os sinais P ¢ Pm’ foram comparados com Pq.
Deste modo, desvios de sinais inevitaveis (por exemplo, devido a alteragdes no estado
da &4gua) ndo interromperam as medidas reais dos parametros de P700.

Trés tipos de rendimentos quanticos complementares de conversao de energia
em FSI foram calculados de acordo com os métodos descritos por Erhard et al. 2008: Y
(1), Y (ND) e Y (NA). Rendimento quéntico fotoquimico efetivo [Y (I)] = (Pm’ - P)/Pm.
Y (ND) (limitacdo do lado dos doadores) representa a fracdo do P700 global que se
torna oxidado em um dado estado, que é reforcada por um gradiente de préton trans-
tilacdide (controle fotossintético no complexo cytb / f, bem como a baixa regulacéo do
FSII') e fotodano ao FSII. Y (ND) foi calculada utilizando a férmula Y (ND) = (P — Py)
/ Pm.

O Y (NA) (limitacdo lado aceptor) representa a fracdo do P700 total que nédo
pode ser oxidado pelo PS num dado estado devido a falta de receptores, e € reforcada
por adaptacdo ao escuro (desativacdo de enzimas-chave do ciclo de Calvin-Benson) e
dano no local de fixacdo de CO,. Y (NA) foi determinada com base na equacdo Y (NA)
= (Pm —Pm’ )/Pm.

2.2.6. Deteccdo in situ de perodxido e superdxido

A deteccdo in situ de peroxido (H.0,) foi determinado baseado na metodologia
proposta por Thordal-Christensen et al., (1997). Discos foliares foram infiltrados a
vacuo sob condicOes de escuro com 10 mM de tampéo fosfato de potassio, 10 mM
NaNO; e 0.1% (w/v) 3,3’- diaminobenzidina (DAB), pH 7.8. Os discos foliares foram
incubados por aproximadamente 16h em condic¢des de escuro e entdo descorados com
0.15% (wi/v) de &cido tricloroacético em 4:1 (v/v) etanol:cloroférmio por 48h antes de
serem fotografadas. A deteccdo de superdxido (O;) foi feita essencialmente como
descrito por Jabs et al., (1996). Folhas destacadas foram infiltradas a vacuo com 10 mM
de tampdo fosfato de potassio, 10 mM NaNO3 e 0.1% (w/v) azul de nitrotetrazolio
(NBT) e 0.05% (v/v) Tween 20, pH 7.8. As folhas destacadas, infiltradas e tratadas com
NBT foram mantidas por 30 minutos sob condigdes de luz, antes do descoramento que

segue 0 mesmo método descrito acima para deteccao de H,O,.
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2.2.7. Atividade enzimatica

A atividade da catalase (CAT; EC: 1.11.1.6) foi determinada conforme Havir e
McHale (1987). Aliquotas de 0,05 ml de extrato protéico foram adicionadas de 2,95 ml
de tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, a 30 °C e acompanhado o decaimento da
absorbancia a 240 nm em espectrofotémetro durante 300 segundos, com leituras
sucessivas a cada 30 seg. A atividade da enzima foi calculada com base no coeficiente
de extingdo molar de 36 mM™ cm™ a 240 nm, para o H,O, e expressa em nmol H,0, g*
MF min™ ou de forma especifica.

A atividade da peroxidase de ascorbato (APX; EC: 1.11.1.1) foi determinada
conforme método descrito por Nakano e Asada (1981). Aliquotas de 0,1 ml de extrato
protéico foram adicionadas ao meio de reacdo composto de 2,7 ml de tampao fosfato
de potassio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5 mM de &cido ascorbico. A reacdo foi
iniciada pela adicdo de H,O, (30 mM) ao meio de reacdo e acompanhada pelo
decaimento da absorbancia a 290 nm em espectrofotdmetro durante 300 s, com leitura
sucessivas em intervalos de 30 s. A atividade da APX foi estimada utilizando o
coeficiente e de extingdo molar de 2,8 mM ™ cm * para o ascorbato, em 290 nm, e
expressa como pmol AsA g * MF min ™.

A atividade da dismutase de superoxido (SOD; EC: 1.15.1.1) foi determinada
conforme metodologia descrita por Gianopolitis e Ries (1977). Aliquotas de 0,1 ml do
extrato protéico foram transferidas para meio de reacdo, em tubos protegidos da luz,
contendo tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), 0,1 mM de EDTA, 13 mM de L-
metionina e 75 UM de NBT. A reacéo foi iniciada pela adi¢cdo de 2 mM de riboflavina e
répida transferéncia dos tubos, sem a protecdo da luz, para camara iluminada por
lampada de 30 wats (30 umol de fétons m ? s ), durante 6 minutos. A reacdo foi
interrompida pelo desligamento da luz, os tubos foram revestidos por filme escuro e
realizadas leituras a 540nm. A atividade foi estimada com base na inibicdo da reducao
do NBT, definindo-se uma unidade de atividade como a quantidade da enzima
necessaria para inibir 50% da fotoreducdo (BEAUCHAMP e FRIDOVICH, 1971). A
atividade foi expressaem U.A. g * MF min ™,

Tendo em vista que a umidade, ou seja, a relagdo MF/MS, ndo variou entre 0s

tratamentos, as atividades enzimaticas foram expressas na base de MF.
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2.2.8. Atividade da oxidase do glicolato

A atividade da oxidase do glicolato (GO: EC; 1.1.3.15) foi determinada
conforme o principio de reacdo do método descrito por Baker e Tolbert (1966). Esse
método se baseia na producdo do complexo glioxilato-fenilhidrazona, produzido a partir
da conversdo do glicolato para glioxilato pela GO no meio. Aliquotas de 100 pL do
extrato foram adicionadas a 2,9 mL de meio de reacdo contendo tampé&o fosfato de
potéssio 100 mM, pH 8,3, adicionado de glicolato de s6dio 40 mM, L-cisteina 100 mM,
fenilhidrazina-HCI 100 mM e FMN 1 mM. O incremento da producdo do complexo
(glioxilato-fenilhidrazona), referente a atividade da enzima, serd medido a 324 nm em
espectrofotobmetro durante 5 min. A atividade da GO foi calculada utilizando o
coeficiente de extingdo molar de 17 mM™ e expressa em pmol de glicolato g™* MF min™

2.2.9.Zimograma da catalase (CAT)

Ap0s a separacdo das proteinas em gel de poliacrilamida a 7,5% os géis foram
revelados para atividade de catalases conforme Thorup et al., (1961). Aliquotas (50 pl)
de extrato protéico foram misturadas ao tampao de aplicacdo (Tris 25 mM/glicina 190
mM, pH 8,3), na propor¢do 1/1 (v/v) e 20 ul da mistura foi submetido a PAGE nativa
(125 V, 20 mA e 10 W por gel). Apos a eletroforese os géis foram pré-incubados em
H,O, 0,3% (p/V) por 20 min, em agitacdo suave, seguido de rapida lavagem com agua
destilada e imersdo em solucdo de FeCl; 0,5% (p/v) e KoFe(CNg) 0,5% (p/v). Apos o
surgimento das bandas acromaéticas sobre o fundo verde dos géis a reacdo foi
interrompida por lavagens com agua destilada. As soluctes de FeCl; e K;Fe(CNg)
foram preparadas isoladamente, mantidas no escuro, e misturadas somente no momento

da aplicagdo sobre os géis.

2.2.10. Conteudo de glioxilato

O conteddo de acido glioxilato foi determinado baseado em metodologias
desenvolvidas por Hausler et al. (1996), a partir de extragcdes por maceracdo de 100 mg
MF em 1 ml de HCI 100mM. Os extratos foram centrifugados a 12.000 rpm/ 10 min/ 8
°C e o sobrenadante foi recolhido. Aliquotas de 200 pl do extrato foram acrescidas a
300 pl de Fenilhidrazina 1% em HCI 100mM e colocadas em banho- maria a 95°C por 2

min. A reacdo foi paralisada com banho de gelo e as leituras realizadas a 324 nym. O
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conteddo de glioxilato foi calculado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 17

mM™ e expresso em pmol g* MF min™*

3. RESULTADOS

O tempo de exposicdo a luz per se compromete as trocas gasosas de mudas de
cajueiro

Os resultados de trocas gasosas demonstraram que as plantas irrigadas até as 6h
da exposicdo a luz elevada apresentaram os maiores valores da taxa de assimilacdo
liqguida de carbono do que aquelas expostas a seca, atingindo o maximo da taxa
fotossintética liquida, nesse periodo. Além disso, nas plantas submetidas a seca, a
fotossintese permaneceu constante durante todo o periodo de exposi¢éo a luz. Contudo,
ao fim das 12 h de exposicdo a luz elevada, a taxa fotossintética de mudas irrigadas e
submetidas a seca se equiparam, indicando que o maior tempo de exposicdo a luz alta
possa estar comprometendo o funcionamento do aparato fotossintético das mudas
irrigadas (Figura 2A). As variacfes na fotossintese liquida foram compativeis com o
fechamento estomatico e com a perda de agua por transpiracdo observadas nas mudas
(irrigadas e expostas a seca). De modo que as taxas da transpiracdo e condutancia
estomatica (embora nédo significativas) foram maiores nas mudas irrigadas do que nas
mudas expostas a seca, independente do regime luminico (Figuras 2B e 2C).

A relacdo ETR/Py ndo variou em resposta ao tempo de exposicdo a luz, os
resultados indicam que a assimilagdo de CO, foi aparentemente suficiente para drenar
eletrons da fase fotoquimica, portanto outros drenos importantes tais como
fotorrespiragdo foram provavelmente pouco utilizados nas condigdes de alta luz e seca
(Figura 2 D).
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Figura 2. Mudancas na fotossintese liquida (A), transpiragdo (B), conduténcia
estomatica (C) e relacdo ETR/Py (D) em mudas de cajueiro submetidas as condicdes
controle ou a suspensao de rega por 20 dias, seguido de submisséo a radiacdo elevada.
Médias seguidas da mesma letra maitscula ndo diferem entre os tratamentos de luz,
enquanto aquelas seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem dentro de cada
intensidade de luz, pelo teste de Tukey (P<0.05).

Respostas da atividade fotoquimica logo nas primeiras horas de exposicado a luz alta é
crucial para entendimento dos mecanismos de foto-protecdo em cajueiro sob
deficiéncia hidrica

As analises de fluorescéncia da clorofila a revelaram que as mudas irrigadas,
sobretudo na luz moderada apresentaram valores de eficiéncia quantica maxima do FSl|
(Fv/Fm) préximos de 0,8 , ao contrario das mudas submetidas ao estresse hidrico que
apresentaram valores de F,/Fp,, proximos de 0,6 a partir das seis horas de exposicao a luz
moderada (Figura 3A). Na luminosidade elevada, as mudas expostas a seca mantiveram
os valores baixos da relacdo F./Fn,, porém as mudas controle demonstraram discreta
tendéncia da reducdo desse parametro em resposta ao aumento do tempo de exposicédo a
luz alta (Figura 3B), demonstrando que a luminosidade elevada per se afeta esse
parametro (F./Fn), contudo ndo exacerba o efeito negativo sobre a condicdo de seca,
como pensavamos em experimentos anteriores, visto que em luz moderada as mudas de

seca ja apresentavam valores baixos de F,/Fp,.
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Figura 3. Pardmetros de fluorescéncia da clorofila a: eficiéncia quéntica potencial do
fotossistema Il (A e B) das mudas de cajueiro cultivadas em condic@es irrigadas (barras
brancas) ou sob suspensdo de rega (barras pretas) em exposi¢cdo a luminosidade
moderada (A ) ou em exposicdo a alta luminosidade (B). As medidas representam
médias de trés repeticdes * desvio padrdo. As letras mailsculas representam a
interferéncia da luz nos tratamentos e as letras minudsculas representam as diferencas
entre os tratamentos em exposi¢cdo a mesma intensidade de luz, pelo teste de Tukey
(P<0.05).

A fluorescéncia minima (Fo) aumentou claramente a partir das 6h de exposicao
a luz moderada e a partir das 3h de exposicdo a luz elevada nas mudas expostas a seca,
enguanto que nas plantas controle esse parametro permaneceu constante, demonstrando
a ocorréncia de danos na estrutura da membrana tilac6ide com parcial dissociacdo de
LHCII de FSII apenas naquelas expostas a seca (Figura 4A e 4B). Em contraste, a
fluorescéncia maxima (Fn), nas plantas expostas a seca, reduziu abruptamente no
periodo de 3-6h de exposicdo a luz moderada ou elevada, permanecendo contante
depois desse periodo. Nas plantas controle a fluorescéncia maxima tendeu a uma leve
reducdo durante a exposi¢do a luz moderada, mas na luz elevada essa reducdo chegou
aos mesmos niveis daquelas expostas a seca, indicando que a fotoinibigdo nas plantas
expostas a seca e irrigadas se equiparam as 12 h de exposigéo a luz elevada devido a
inibicdo da atividade fotossintética pela disfungédo da atividade do FSII (Figuras 4C e

4D).
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Figura 4. Fluorescéncia minima (A e B) e maxima no escuro (C e D) das mudas de
cajueiro cultivadas em condigdes irrigadas (circulo branco) ou sob suspensdo de rega
(circulo preto) em exposi¢cdo a luminosidade moderada (A e C) ou em exposicdo a alta
luminosidade (B e D). As medidas representam médias de trés repeticdes + desvio
padréo.

Além disso, nos momentos iniciais de exposicdo a luz ocorre uma rapida
inducdo da dissipacdo ndo-fotoquimica (NPQ), mostrando uma modulacdo desse
processos fotoquimico, uma resposta que é ausente apos um periodo prolongado (24 h)
de exposicdo a luz (experimentos anteriores). Foi observado que apenas nas plantas
expostas a seca ocorreu uma indugdo da dissipagdo de energia por meio desse processo
durante as seis horas iniciais de exposi¢do a luz moderada, e por trés horas em respostas
a luminosidade elevada, respostas estas que foram ausentes nas plantas controle (Figura
5AeB).
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Figura 5. Coeficiente de extin¢cdo ndo-fotoquimica da fluorescéncia (A e B) das mudas
de cajueiro cultivadas em condigdes irrigadas (circulo branco) ou sob suspensédo de rega
(circulo preto) em exposicdo a luminosidade moderada (A ) ou em exposicdo a alta
luminosidade (B). As medidas representam médias de trés repeti¢fes + desvio padrao.

Os resultados relacionados aos processos de dissipacdo de energia por meio do
NPQ mostram que o0 papel desses processos, em respostas ao estresse por luminosidade,
ocorre de forma temporal em mudas de cajueiro. Ap6s a exposicdo das plantas a
luminosidade esse processo fotoquimico é extremamente ativo, principalmente a
dissipacdo de energia via NPQ, e que com o0 tempo de exposicdo a luz torna-se
ineficiente. Esses dados estdo compativeis com as mudancas que ocorreram em
processos diretamente relacionados com a atividade fotoquimica dos fotossistemas,
como a taxa aparente do transporte de elétrons e a eficiéncia quéantica efetiva do FSII
(Figura 6).

A taxa de transporte de elétron (ETR) em resposta a luz ocorreu de forma
sincronizada com a eficiéncia quéantica efetiva do FSII (AF/F’), tanto na luminosidade
moderada como na elevada (Figura 6A-D). Nas plantas irrigadas, os valores de ETR e
AF/Fy’ foram relativamente elevados nas horas iniciais da exposi¢do a luz, entre 3 ¢ 9 h
os valores desses parametros reduzem para quase a metade ou menos que isso,
permanecendo contantes a partir desde ponto quando as mudas foram expostas a
luminosidade elevada e apresentaram um discreto aumento quando expostas a luz
moderada. Por outro lado, nas mudas sob o estresse de seca, os valores se apresentaram
sempre reduzidos mostrando pouco fluxo de elétrons durante todo o tempo de exposi¢édo
a luz moderada e elevada, provavelmente devido ao fechamento estomatico bastante

limitado nestas mudas.
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Figura 6. Taxa aparente de transporte de elétrons (A e B) e eficiéncia quéntica efetiva
do fotossistema Il (C e D) de mudas de cajueiro cultivadas em condicdes irrigadas
(circulo branco) ou sob suspensédo de rega (circulo preto) em exposi¢do a luminosidade
moderada (A e C) ou em exposicdo a alta luminosidade (B e D). As medidas
representam médias de trés repeti¢bes + desvio padrao.

Padrdo de expressdo de proteinas associadas com a eficiéncia fotossintética

O imunoblotting de RLS indicou aumento progressivo na quantidade da
proteina Rubisco, proteina solivel mais abundante do cloroplasto, em resposta a alta luz
atingindo os maiores niveis apos as 12 h de exposic¢ao a luz alta nas mudas controle.
Nas plantas expostas a seca a quantidade de proteina também aumentou, porém so até as
6 h de exposicéo a luz alta. Apos esse periodo a quantidade de rubisco foi reduzida para
menos da metade (Figura 7A). Apesar do papel da Rubisco de fixar CO,, os aumentos
das quantidades da proteina observados ndo induziram aumentos nas taxa de
assimilacdo de CO,. No entanto, como tem sido observado ao longo deste trabalho, a
RuBisCO nédo € o unico fator a contribuir para a diminuicdo de fotossintese, como
demonstram os resultados de fluorescéncia da clorofila. O conjunto de todos os

processos, desde a captacdo da luz até a fixacdo do carbono, formam uma rede
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complexa de interacOes, as quais serdo afetadas pelos estresse hidrico e de luz em
diferentes graus, contribuindo de formas diferentes para a reducédo de fotossintese.

Outra proteina, cujo papel é essencial no processo de fotossintese, analisada
aqui, foi a plastocianina (PC). A deteccdo por imunoblotting da PC revelou
descréscimos da quantidade da proteina em resposta a luz e essa reducdo foi mais
acentuada em resposta a seca combinada com a luz alta (figura 7B). A mesma resposta
foi observada para a detecgdo da proteina D1, ou seja, a seca e/ou a luz causam efeitos
negativos na quantidade da proteina, revelando altos niveis de degradacdo da mesma,
particularmente nas mudas expostas a seca associada com a luminosidade elevada
(Figura 7C).
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Figura 7. Western blot da Rubisco (A) plastocianina (B) e da proteina D1 (C) em
mudas de cajueiro cultivadas em condicdes irrigadas (C) ou sob suspensédo de rega (S)
e expostas & luminosidade elevada (2000 pmol m?s™) por 3h, 6h e 12h.

Inducéo da cinética rapida da fluorescéncia e parametros relacionados

Foi realizado uma curva O-J-1-P em mudas controle e submetidas a seca, cujos
dados da curva representam a etapa fotoquimica da fotossintese dependente da
intensidade luminosa, mais precisamente, a reducdo de Qa para Qa, a partir da
reoxidagéo do centro de reagédo do FSII (inflexdo O-J, na curva) e os transientes “J-1-P”
correspondem a fase ndo fotoquimica da fotossintese, mas ainda sob a influéncia da
acumulacdo de Qa". A fase J-1 revela a simples reducdo da plastoguinona (PQ) e a fase
I-P revela a quantidade de PQ duplamente reduzida (HILL et al., 2004). Quando toda

Qa estiver no estado reduzido (Qa), a fluorescéncia atinge o transiente “P”.
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Os resultados da figura 6 representam a cinética da emisséo da fluorescéncia da
clorofila pelos transientes ‘O-J-1-P’ nas mudas controle e submetidas a seca, e mostra
que, apesar das curvas polifasicas O-J-1-P das mudas de cajueiro expostas a luz
moderada e elevada apresentarem tendéncias semelhantes, as taxas de crescimento e as
amplitudes de suas trés fases individuais foram diferentes. Nas mudas submetidas a seca
e expostas a luz moderada, ocorreu uma menor reducéo de Qa em comparagido com as
mudas controle, representado pela menor amplitude da subida do sinal de fluorescéncia
entre “O” ¢ “J” (Figura 8A). Contrariamente, nas mudas que estavam expostas a luz
elevada, a amplitude do sinal da fluorescencia entre O e J foram equivalentes entre
controle e submetidas a seca (Figura 8B). A causa provavel para isto, seria uma
limitacdo por parte da segunda quinona transportadora de elétron (Qg) em aceitar 0s
elétrons transferidos por Qa, além também, da influéncia causada pelo lado doador de
FSII (HSU, 1993). Nas fases posteriores, J-P, tanto apos a exposi¢do da luz moderada
como a elevada, as mudas controle demonstraram um aumento mais rapido da
fluorescencia em relagdo as mudas submetidas a seca, repesentado pelo distaciamento
entre as duas curvas. Os dados da tabela 1 também mostraram limitacdo no pool de PQ
visto que os menores valores de Sm nas mudas submetidas a seca estdo indicando que
na cadeia transportadora de elétrons dessas mudas tem menos aceptores de elétrons por
centro de reagdo (CR) do FSII. Paralelamente as menores taxas de Sm/Tm nas mudas
submetidas a seca sugerem que essas mudas tem um menor pool de PQ, reflexo das

menores taxas de transporte de elétrons dessas mudas sob luz elevada (Figura 6B).
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Figura 8. Cinética da fluorescéncia da clorofila a em folhas de mudas de cajueiro sob as
condicdes controle e submetidas a seca em exposicdo a intensidade de luz moderada
(A) e elevada(B). As curvas estdo representadas na forma dos transientes (OJIP) da
fluorescéncia.

Tabela 1. Outros parametros da fluorescéncia da clorofila a
calculados a partir da curva OJIP de mudas de cajueiro

Luz Alta
Controle Seca
Fo 0,93 +0,06a 1,08 +0,10a
Sm 33,95 +1,83a 18,20 +2,64b

S/ Tm 0,110 +0,006a 0,059 +0,009b

Os valores na tabela sdo expressos como as médias = SD (n = 3).
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem dentro de cada
tratamento, pelo teste de Tukey (P > 0,05).
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Fotoinibicdo no fotossistema |

Os resultados da figura 9A demonstraram que as plantas submetidas a seca
tiveram um menor rendimento do FSI, representado pelos menores valores de Y(I).
Esses valores baixos sdo principalmente devido a taxa de transporte de elétrons reduzida
durante a exposicdo a luz elevada (Figura 9B), além disso, apds 12 h de exposic¢éo a luz
elevada ha uma limitacdo do lado aceptor de eletrons, representado pelo alto valor de
Y(NA) nessas mudas (Figura 9D). Acredita-se que a inativacao do lado aceptor de
eletrons do FSI pode ser usado como marcador de fotoinibi¢do do FSI (MUNEKAGE et
al. 2002, 2004). A instalacdo de uma super reducdo do lado aceptor de elétrons do FSI
pode ser atribuida em parte pela redugdo dos aceptores de elétrons do FSI como 0s
centros FeS, Fd e NADP. A reducdo desses aceptores se da pela formacdo de EROS,
uma vez que a interacdo entre ferredoxina e oxigénio molecular (reacdo de Mehler) leva
a formacdo de superdxido (O,*) e H,O,, e por sua vez a interagdo do H,O, com
aglomerados FeS reduzidos (reacdo de Fenton) resulta na formagdo radical hidroxila
(OH®) que destrdi clusters FeS. Os aglomerados FeS inativos (FeS;,) induzem alteracdes
conformacionais de proteinas do complexo do nucleo FSI, facilitando o acesso a
proteases e, posteriormente a degradacdo dos produtos de gene de proteinas
componentes dos FS como a PsaA e PsaB, prejudicando dessa forma a eficiéncia do FSI
(.YORDANOQV e VELIKOVA, 2000).
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Figura 9. Parametros de regulacdo do FSI de mudas de cajueiro cultivadas em
condicdes irrigadas ou sob suspensdo de rega. Mudas controle e submetidas a seca
foram iluminadas com luz actinica azul (AL) de 550 pmol - m™? - s durante 5 minutos.
Fluorescéncia da clorofila a e mudancas da absorbancia P700 foram registradas em
paralelo. A partir de dados de fluorescéncia, os rendimentos correspondentes em FSI
foram obtidos a partir de medicdes de P700: Y(I): utilizacdo de energia fotoquimica
(A); ETR (1): taxa de transporte de eletrons no FSI; Y (ND): dissipagédo de energia ndo
fotoquimica, devido a limitacdo do lado do doador (C) e Y (NA): dissipacdo de energia
ndo foto-quimica, devido a limitacdo do lado receptor (D). As letras mailsculas
representam a interferéncia da luz nos tratamentos e as letras minusculas representam as
diferencas entre os tratamentos em exposicao a mesma intensidade de luz, pelo teste de
Tukey (P<0.05).
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Danos oxidativos em resposta ao aumento da exposic¢éo a luz alta

A analise da acumulacdo de EROs em resposta ao aumento do tempo de
exposicdo a luz alta foi feita in situ pelo coramento das folhas usando NBT e DAB
como indicadores de O," e H,0,. Os niveis do radical superdxido foi significantemente
maior as 3h e 6h de exposicao a luz nas mudas irrigadas se comparadas com as mudas
submetidas ao estresse hidrico (Figura 10A). As 12h, a concentracdo de O, reduz
significantemente. Nas mudas submetidas a seca a formacéo do radical O," é bem mais
retardada, se acumulando apenas ap6s 12 h de exposi¢do a luz elevada. Esses resultados
demonstram que a manutencédo do fluxo de elétrons nas mudas irrigadas, na presenca de
luminosidade elevada (2000 pmol m™s™), levou a uma maior producéo de O, em

relagdo as mudas sob seca (Figura 10 B).
3h 6h 12h

Figural0. Deteccdo in situ da formacdo do radical superoxido em folhas de mudas de
cajueiro cultivadas em condicGes irrigadas (A) ou submetidas ao estresse hidrico (B),
por suspensdo de rega, e expostas a luminosidade elevada (2000 umol m?s™) por 2h, 6h
e 12h.

Em contraste, H,O, foi detectado em todos os tratamentos, mas 0s niveis mais
altos foram detectados apenas nas mudas irrigadas, particularmente as 3h de exposicédo a
luminosidade elevada, havendo pouco acumulo desta EROs nos outros tratamentos de
luz (Figura 11). Para evitar esses danos oxidativos, a célula possui um complexo
sistema protetor composto por componentes enzimaticos, constituido pelas enzimas
SODs, APXs e CATs (NOCTOR e FOYER, 1998). As SODs séo consideradas a
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primeira linha de defesa oxidativa da célula e catalisam a dismutacdo do O, para H,0;
e O, (ALSCHER et al., 2002). No presente estudo, ocorreu elevada atividade da SOD
nas mudas expostas a seca até as 6h de exposicdo a luz elevada, no entanto apds a
exposicdo a 12 horas de luz elevada, estas plantas apresentaram um decréscimo de 40%
na atividade da SOD (Figura 12A), indicando a eficiéncia da atividade da SOD na

remocdo do O, acumulado.

3h 6h 12h
(A) --.
) .-.

Figura 11. Deteccdo in situ da formacdo do radical peroxido em folhas de mudas de
cajueiro cultivadas em condices irrigadas (A) ou submetidas ao estresse hidrico (B),
por suspensdo de rega, e expostas a luminosidade elevada (2000 umol m?s™) por 2h, 6h
el2h.

Por sua vez, as APXs sdo as principais peroxidases que removem H,O, na
célula (FOYER, 1996), e atuam em sincronia com as enzimas redutases do
deidroascorbato (DHAR), do monodeidroascorbato (MDHR) e da glutationa (GR),
removendo H,0, no ciclo do ascorbato-glutationa (HALLIWELL, 1987). Os resultados
da figura 12B, demonstraram que as a atividade da APX nas mudas irrigadas foi similar
a das mudas expostas a seca apenas ap6és as 6h de exposicdo. Por outro lado, ap6s
exposicdo de 3 e 12 h a luz alta, essas mudas apresentaram atividade de aproxidamente

50% superior daquelas submetidas a seca.
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Figura 12. Atividade da dismutase do superoxido (A) e peroxidase do ascorbato (B) em
mudas de cajueiro cultivadas em condig0es irrigadas (barras brancas) ou sob suspensao
de rega (barras pretas) e expostas & luminosidade elevada (2000 pmol m?s™) por 2h, 6h
e 12h. As letras maiusculas representam a interferéncia da luz nos tratamentos e as
letras mindsculas representam as diferencas entre os tratamentos em exposi¢cdo a mesma
luz, pelo teste de Tukey (P<0.05).

Fotorrespiragdo como mecanismo de foto-protecéo utilizado pelas mudas de cajueiro
submetidas a luz alta

Os parametros utilizados para avaliar os indicadores de fotorrespiragdo
variaram muito pouco, exceto a atividade da catalase, que mostrou um aumento
gradativo em resposta ao tempo de exposi¢do a luz alta, alcancando os maiores niveis as
12h de exposi¢do a luz. Nas mudas submetidas a seca a tendéncia foi a mesma, porém
em menor escala. Esses dados foram confirmados por western blot e zimograma e estdo
mais relacionados com seu papel de protecdo contra o excesso de H,O, gerado,
particularmente nas mudas irrigadas onde o efeito da luminosidade foi mais negativo
(Figura 13 A e B). As catalases, apesar de possuirem menor afinidade pelo H,O; se
comparado as APXs, sdo essenciais na remoc¢do de H,O, oriundo da fotorrespiracéo
(FOYER e NOCTOR, 2000). Assim, o baixo contetdo de H,0O, no tecido foliar além de
estar relacionado com atividade das APXs pode também estar relacionado com a

atividade da catalase, que mostrou variagdes significativas.



133

3h 6h 12h

A)
CAT o
(55-57kDa)
B) CAT 5

(Zimograma)

400 Aa
—— Controle T
aF = Scca
— 300 |
£ 5
- a
< = 200 | Ab
SRy T
= Bb
E 100 Ba
— Ca
N N
3h 6h 12h

Figural3. Western blot da catalase (A) e determinacdes das atividades enzimaticas da
catalase em gel (B) e in vitro (C) em mudas de cajueiro cultivadas em condicdes
irrigadas (barras brancas) ou sob suspensdo de rega (barras pretas) e expostas a
luminosidade elevada (2000 pmol m? s) por 2h, 6h e 12h. As letras maitsculas
representam a interferéncia da luz nos tratamentos e as letras minusculas representam as
diferengas entre os tratamentos em exposicdo a mesma luz, pelo teste de Tukey
(P<0.05).
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Os outros parametros indicativos de fotorrespiragdo, como o conteudo de
glioxilato e atividade da oxidase do glicolato se mantiveram constantes tanto nas mudas
controle como nas submetidas a seca, exceto para a pequena reducdo, porém ndo
significativa, da atividade de GO as 12h de exposicéao a luz elevada (Figura 14 B e C).
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Figura 14. Medidas de indicadores da atividade de fotorrespiracdo: contetdos de
glioxilato (A) e atividade da oxidase do (B) glicolato em mudas de cajueiro cultivadas
em condicgOes irrigadas (barras brancas) ou sob suspensdo de rega (barras pretas) e
expostas & luminosidade elevada (2000 pmol m™ s) por 2h, 6h e 12h. As letras
mailsculas representam a interferéncia da luz nos tratamentos e as letras mindsculas
representam as diferencas entre os tratamentos em exposi¢do a mesma luz, pelo teste de
Tukey (P<0.05).
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4. DISCUSSAO

A fotoinibicdo em mudas submetidas a seca ocorreu indiferente a combinagéo da
luz empregada, resultado corroborado pela insuficiéncia da performance fotossintética
nessas mudas (figura 2A e 3A e B). Por um lado, nas mudas irrigadas a fotoinibi¢&o s
ocorreu sob a exposic¢édo elevada da luz. Por outro lado, a combinacao de luz associada a
seca so reforcou os prejuizos causados ao aparato fotossintético. A alta irradiancia induz
a fotoinibic&o e fotooxidagdo em mudas tropicais (WISE, 1995).

As andlises das respostas fotoquimicas do FSII demonstraram que nas primeiras
seis horas de exposicdo a luz (moderada e elevada) houveram respostas atribuidas a
foto-protecdo (Figura 5 A e 5 B) nas mudas expostas a condi¢do de seca, mas a partir
deste periodo as mudas apresentaram um maior estresse oxidativo (Figura 10). Ficou
evidente que as melhores performance fotoquimicas (maior dissipacéo ndo fotoquimica,
menores valores de ETR e AF/Fy’) e menores danos oxidativos ndo s6 occorriam de
forma mais répida, mas também de forma mais precisa nas mudas submetidas a seca até
as seis horas de exposicdo a luz elevada (Figura 5,6 e 10). Esses achados suportam o
argumento de que o estresse de seca, associado ao estresse de luz alta ou moderada, pelo
menos no cajueiro, até as 6h de exposicdo a luz elevada manteve aparato fotossintético
ndo danificado, porém essa condi¢do nao pode ser mantida com o aumento do tempo de
exposicao a luz, como podemos inferir pela degradacdo de proteinas componentes dos
FSs, indicando danos ao aparato fotossintético (Figura 7).

A atividade fotoquimica relacionada com a funcdo da ETR nas mudas irrigadas
expostas a luminosidade moderada e elevada foi bastante ativa nas horas iniciais (até 6
horas) de exposicdo a luz (Figura 6 A e B). Esses resultados indicam que durante esse
periodo de exposicdo a luz a atividade fotoquimica nas mudas irrigadas foi mantida,
incluindo a captacdo e a transducdo de energia luminosa pelos FSII e o fluxo de
elétrons via CTE cloroplastica.

No entanto, o transporte de elétrons, indicado pela ETR, nas mudas sob
condicBes de seca foi severamente afetado. Esse fator foi responsével pela queda e
baixo valor na eficiéncia do rendimento quéntico do FSII nas mudas irrigadas e
expostas a seca, respectivamente (Figura 6 A - D).

A andlise do transporte de elétrons do lado aceptor do FSII, na curva OJIP, revelou
um fenomeno similar, de que o transporte de elétrons sob luz moderada ou alta €

limitado nas mudas expostas a seca (Figura 8A e B). Os valores de Sm representa o
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pool de PQ do centro de reacdo do FSII porque ele reflete a energia necessaria para
reduzir completamente Qa. (STRASSER et al., 2000). Os resultados da Tabela 1
obviamente revelaram uma menor disponibilidade do pool de PQ (Plastoquinona)
oxidadas nas mudas de seca expostas a luz moderada ou alta.

O estado redox do pool de plastoquinona é um fator de regulacéo do transporte
de elétrons da membrana do tilacdide. Quando o pool de PQ estd super reduzido,
desencadeia uma série de mecanismos que regulam a distribuicdo de energia de
excitacdo e diferentes vias de transporte de elétrons (KRUSE, 2001 e
PUTHIYAVEETIL, 2011). A super reducdo do pool de plastoquinona diminuiu o
transporte de elétrons a partir de Qa a PQ, resultando em uma taxa reduzida do
transporte linear de eletrons via FSII, demonstrados pelos valores de Sm e Sm/Tm, que
representam um menor numero de aceptores de elétrons e menor pool de PQ, indicando
que nessas mudas houve um menor requerimento de transferéncia de elétrons sob a
exposicao a luz alta (Tabela 1), o que se refletiu numa menor atividade do FSII.

Uma outra razdo importante para diminuicdo da atividade do FSII sob a
exposicdo ao estresse por longo tempo é o prejuizo no reparo da proteina D1, uma
subunidade do CR do FSII. Na nossa pesquisa, observou-se uma diminui¢cdo no
contelido da proteina D1 em todos os tratamentos, mas muito mais pronunciada
quando as mudas foram expostas a seca combinadas com luz alta (Figura 7C). Os
resultados obtidos na pesquisa sugerem que os elevados niveis de degradacdo da D1,
particularmente em mudas expostas a seca e submetidas a luz elevada, pode ter
contribuido para restringir a formagdo de EROs e consequente danos oxidativos sob
condi¢cdes indutoras de estresse fotoxidativos, como a seca associada com
luminosidades elevadas, visto que a proteina D1 esta envolvida na separacdo de carga
priméaria e transporte de elétron, portanto, os danos estruturais da proteina D1 podera
levar a mudancas de conformacdo do centro reacdo de FSII, impedimento de
transferéncia de elétrons e consequente inativacdo parcial ou total do centro de reacéo
PSII (YAMAMOTO et al., 2008) e menor formagéo de EROs.

Dessa forma, a analise da expressdo da proteina D1, foi um bom indicativo
guanto aos danos provocados na estrutura do fotossistema Il, bem como da ocorréncia
de foto-oxidacdo, visto que a proteina D1 esta envolvida com o processo de
transferéncia de elétrons entre P680 (Centro de reacdo do FSII) e PQ, levando a
limitacdo da transferéncia de elétrons. Essa limitacdo na transferéncia de elétrons foi
avaliada dentro do CR do FSI (Figura 9B). Além da taxa de elétrons reduzida nas
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mudas expostas a seca, a analise dos parametros do P700 demonstrou limitacdo do lado
aceptor do FSI, representado pelo elevado valor de Y(NA) as 12h de exposicdo a luz
elevada nas mudas expostas a seca (Figura 9D).

Contrariamente, os valores de Y(ND), que indicam limitagcdo do lado doador do
FSI, ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, mas apesar disso,
outros dados indicaram que houve uma restricdo na transferéncia de elétrons no lado
doador de FSI. Por exemplo, o imunoblot de plastocianina (Figura 7B), revelou
diminuicdo do conteudo desta proteina nas mudas expostas a seca combinado a
luminosidade elevada. Além disso, os valores de Sm e Sm/Tm, indicativos de menor
namero de aceptores de elétrons e menor pool de PQ indicam também limitacdo do lado
doador de elétrons para o FSI (Tabela 1). Esses dados sdo indicativos da ocorréncia de
fotoinibicdo do FSI.

Em muitas espécies de planta, a fotoinibicdo pode ocorrer nos dois fotossistemas
simultaneamente (SONOIKE, 2010). A causa para a inativacdo do FSI por fotoinibigdo
pode ocorrer de trés maneiras: i)inativacdo do lado aceptor; ii) destruicdo do CR do FSI
e iii) degradacdo de subunidades dos polipeptideos do CR do FSI ligados a clorofila
(YORDANOV; VELIKOVA ,2000). Os trés casos estdo relacionados a geracdo de
EROs. Sendo o FSI o sitio de formacdo de H,O,, O, e OH®, a sequéncia de eventos
para inativacdo do FSI é interacdo das EROs como OH®, e destruicdo dos complexos
FeS, inativando-os e dessa forma induzindo mudancas conformacionais nas proteinas do
complexo FSI facilitando o acesso de proteases, o que posteriormente levard a
degradacdo de de subunidades de polipeptideos do CR do FSI (YORDANOV;
VELIKOVA, 2000).

A principal fonte de geragdo de EROs nos cloroplastos é o fluxo de elétrons na
CTE dessa organela. Os elétrons carreados sdo transferidos ao NADP* para produzir
NADPH, numa reacdo envolvendo a enzimas ferredoxina e NADPH oxirredutase apos
os FSI (FOYER e NOCTOR, 2000). Essa transferéncia de elétrons pode ser
comprometida sob condigdes em que o conteido do aceptor (NADP™) for limitante, o
gue comumente acontece sob momentos em que ocorre limitacdo fotossintética
(FOYER et al., 2009).

Nessas condicOes, os elétrons podem ser desviados para a reducdo do oxigénio
molecular (O,) e gerar o radical superéxido (O;"), umas das principais EROs
produzidas na célula vegetal (ASADA, 2006; SUZUKI et al., 2011). No presente
estudo, foi observado que as mudas irrigadas além de apresentaram maior ETR, a
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deteccdo de radical superoxido no tecido foliar até as 6h de exposicdo a luz foi
significantemente maior se comparado com as mudas submetidas ao estresse hidrico
(Figura 6A e B ). Esses resultados demonstram que a manutenc¢do do fluxo de elétrons
nas mudas irrigadas, na presenca de luminosidade elevada (2000 pmol.m™.s™), levou a
uma maior producdo de O," em relacdo as mudas sob seca (Figura 10 ).

Com relagéo aos baixos niveis de outra EROs analisada no nosso estudo (H,O5),
os dados indicam que houve uma correlacdo de potencial tolerancia a formagéo do H,0,
com o potencial da atividade da catalase para dissipa-lo e assim reduzir os danos
fotooxidativos nas mudas expostas a luz moderada ou elevadas, irrigadas e expostas a
seca (Figuras 11 e 13). Organismos fotossintéticos possuem duas formas de superar 0s
efeitos danosos da luz e outros estresses oxidativos: um eficente sistema de enzimas
antioxidantes, como a catalase (ASADA, 2006) ou atraves do reparo do fotossistema Il
(ANDERSSON e ARO, 2001; ARO et al., 1993).

Os dados sugerem que a fotoinibig&o teve um papel importante para a protegéo
fotoxidativa atribuido ao efeito desse processo na reducdo da atividade dos FSII e
consequente menor atividade fotoquimica, o que resultou em menor transferéncia de
elétrons. Essa sugestdo é ainda reinterada no presente estudo com base na reducdo do
contetido da proteina D1, um dos principais componentes estrutural e funcional do FSII,
e da plastocianina (PC), outro importante carreador de elétrons. A modulagdo do
conteddo dessas proteinas pode ter contribuido para restringir a formacdo de EROs e
consequente danos oxidativos sob condi¢6es indutoras de estresse fotoxidativos, como a

seca associada com luminosidades elevadas, nessa espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

Tomados juntos nossos dados sugerem fortemente que as mudas de cajueiro séo
adaptadas a condicdo de seca combinada com alta luz, pela manutengdo de um bom
grau de hidratagéo foliar e baixo dano de membrana.

A adaptacdo as condicdes de seca € associada com uma eficiente modulacdo nas
atividades dos fotossistemas | e I, por meio do balanco entre atividade fotoquimica e as
taxas de carboxilacdo. Aparentemente, as plantas de cajueiro adaptadas a seca
desenvolvem mecanismos para aclimatacdo a luminosidade elevada (“endurecimento ou
tolerancia cruzada™).

Na condicdo irrigada as plantas de cajueiro sofrem foto-danos induzido por luz
elevada associado com fotoinibigéo.

Tanto as plantas irrigadas, como as sob seca sofrem fotoinibicdo em alta luz,
provavelmente como um mecanismo de protecdo. No caso das irrigadas, esse
mecanismo € associado com o aumento dos pigmentos clorofilas, carotenoides e
antocianinas. Inversamente, as plantas sob seca apresentam reducdo nesses pigmentos,
possivelmente como um mecanismo de menor captagéo de luz;

As plantas de cajueiro sob condicGes irrigadas e de seca possuem mecanismos
diferentes em termos das enzimas SOD, CAT e APX, mas tanto a seca como a luz
elevada ndo induzem aparentemente danos oxidativos indicados pelos niveis de
peroxidacao de lipidios e peroxido de hidrogénio.

Os nossos dados refor¢cam as observagdes de campo no sentido de que cajueiro é
capaz a suportar condigdes extremas de seca combinado com intensidade de luz
elevada. Novos estudos sdo necessarios para elucidar o quanto a incidéncia desses

fatores adversos contribui para reducdo da produtividade dessa cultura.
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