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RESUMO

Diversos estresses abioticos induzem o fotodano ao fotossistema Il (PSIl). Esse
fotodano é gerado por um desbalanco entre o poder redutor gerado pela fase redutora da
fotossintese e o consumo desses redutores pelo ciclo de Calvin promovendo dano aos
fotossistemas. Caso esses estresse se prolonguem, o dano pode induzir a fotoinibicao.
Ambos os fotossistemas podem sofre fotoinibicdo. Apesar disso, poucos grupos
estudaram a fotoinibicdo do PSI em plantas devido a uma serie de dificuldades para
estudar esse complexo. Por outro lado, analises in vitro sugerem que a fotoinibi¢do do
PSI é mais severa do que a fotoinibicdo do PSII, pois esse fendmeno € irreversivel.
Ricinus communis e Jatropha curcas sdo duas espécies ditas adaptadas a regides aridas
e semiaridas. Ambas as plantas desenvolveram mecanismos para lidar com o desbalanco
de energia gerado pela deficiéncia hidrica e pela salinidade. Por essa razdo, essas
plantas foram selecionadas como modelos. Nesse estudo, ambas as espécies foram
submetidas ao estresse salino e as repostas foram analisadas por meio de métodos
biofisicos como trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e absorbancia do P700.
Surpreendentemente, as plantas de Ricinus communis apresentaram um maior potencial
de oxidacdo do pool de P700 em estresse mesmo tendo reduzido o fluxo ciclico de
elétrons (CEF) enquanto a Jatropha curcas apresentou uma reducdo no pool de P700 e
um aumento no CEF. A oxidacdo do P700 tem sido apresentada pela literatura como
uma forma de evitar a fotoinibicdo do PSI, no entanto esse mecanismo é geralmente
atribuido ao aumento no ApH gerado por um aumento na CEF. Posteriormente, as
plantas de Ricinus communis de ambos o0s tratamentos tiveram o PSI inibido
artificialmente. As plantas que previamente sofreram com estresse salino, conseguiram
tolerar melhor a fotoinibicdo do PSI apesar de terem aumentado a sintese de perdxido de
hidrogénio (H20,). Outro estudo foi realizado apenas com plantas de Ricinus communis
com deficiéncia hidrica. Os resultados apresentados pelas plantas em estresse salino e
com o PSI inibido foram similares aos de plantas estressadas pelo estresse de
deficiéncia hidrica e com o PSI inibido. Em concluséo, o trabalho sugere que plantas de
Ricinus communis expostas a estresses que limitam o ciclo de Calvin ativam
mecanismos fotoprotetores que possivelmente aumentam a pmf e oxidam o P700, mas

esse mecanismo ndo é dependente do CEF.



Palavras-chaves: Fluxo ciclico de elétrons, ciclo de Calvin, Poder redutor, pool de
P700



ABSTRACT

Several abiotic stresses induced photodamage to photosystem 11 (PSIl). This
photodamage is generated by an imbalance between the reducing power generated by
the reductive stage of photosynthesis and limitations in consumption of the Calvin
cycle. Stresses that promote stomatal closure with salinity and water deficiency are well
known for this purpose. When the stress is prolonged, damage can induce
photoinhibition of PSIl. However, PSI can also be inhibited. In vivo, studies have
revealed that the PSI is more resistant than PSIl. Moreover, in vitro studies show that
PSI in isolated thylakoid membranes suffers inhibition even at low light levels (50
umol.m-2s-1). This suggests that PSI in vivo requires photoprotective mechanism to
prevent a collapse of the plant. Also, due to the low turnover rate of PSI protein
complex, photoinhibition is more severe in PSI than in PSII, because this phenomenon
is irreversible. On the other hand, there have been few studies of the photoinhibition of
PSI in plants due to three factors: the difficulty of measuring the activity of PSI, the
limited combination of plant species and environmental conditions in which the
phenomenon could occur, and the non-regulatory aspect of photoinhibition of PSI.
However, new methodologies capable of measuring in vivo the PSI and capable of
inducing the PSI photoinhibition techniques have been developed and used to better
understand how plants avoid this phenomenon. Ricinus communis and the Jatropha
curcas are two said species adapted to arid and semi-arid regions. Both species have
developed mechanisms to deal with the energy imbalance generated by drought and
salinity. For this reason, this two species were selected. In this study, both species were
subjected to salt stress and the answers were analyzed using biophysical methods such
as gas exchange, chlorophyll fluorescence, absorbance of P700. Surprisingly, the plant
Ricinus communis had a larger pool of oxidation potential of P700 under stress even
having reduced the cyclic electron flow (CEF). Jatropha curcas showed a reduction in
the pool P700 and an increase in the EFC. The oxidation of P700 is displayed in the
literature as a way of avoiding photoinhibition PSI, however this mechanism is
generally attributed to the increase in proton motive force (PMF) generated by an
increase in the EFC. The pmf actually increase because there was an increase in power
dissipation as heat measured by the non-photochemical quenching (NPQ). The plant
Ricinus communis had the PSI inhibited artificially. The plants under salt stress, better
able to tolerate the photoinhibition of PSI despite having increased the hydrogen
peroxide synthesis (H202). Subsequently, the experiment was repeated in Ricinus
communis changing treated water deficit. The results presented by plants in salt stress
and inhibited PSI were similar to stressed plants by water deficit stress and inhibited
PSI. In conclusion, the study suggests that plant Ricinus communis under stresses which
limit the Calvin cycle activate photoprotective mechanisms possibly increase the pmf
oxidize P700, but this mechanism is not dependent on CEF.

Keywords: Cyclic electron transport; Calvin cycle; reducing power; P700 pool.
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1. INTRODUGCAO/JUSTIFICATIVA

O surgimento das reacOes fotoquimicas consiste em um evento biologico de
extrema importancia para a evolugdo da vida na Terra (NELSON et al, 2013). De fato,
atualmente a maioria dos organismos superiores é dependente de oxigénio, o qual é
produzido pelas plantas, algas e cianobactérias por meio da fase fotoquimica da
fotossintese (MAMEDOV et al, 2015). Essa importante etapa da fotossintese consiste
em um conjunto de reac@es biofisicas e bioquimicas, por meio das quais 0s organismos
fotossintetizantes podem produzir poder redutor, especialmente na forma de NADPH, e
ATP, a partir de energia quéantica da luz (WILHELM; SELMA, 2011). O poder redutor
gerado nas etapas fotoguimicas é por sua vez empregado como fonte de energia para as
demais reaces metabolicas inerentes a sobrevivéncia do organismo, especialmente a
assimilacdo de CO; (RUBAN, 2014).

Em condigBes Otimas de crescimento, existe um equilibrio entre a
quantidade de energia capturada pelos fotossistemas e o consumo desta através da
demanda metabolica celular (FOYER et al, 2012). Entretanto, condi¢cdes étimas de
crescimento sdo excecBes na natureza (WILHELM; SELMA,2011). Ao contrario,
diversas condicBes de estresse abidtico tais quais: alta luz, alta salinidade e seca podem
induzir um desequilibrio energético, levando ao acimulo de poder redutor nas cadeias
transportadoras de elétrons fotossintéticos (Murata et al, 2007). Nessas condi¢cdes o
excesso de energia pode reduzir o O, gerando espécies reativas de oxigénio (ROS)
(Murchie e Niyogi, 2011). De fato, as ROS séo produtos inevitaveis da fotossintese
aerobica, porém condicOes de estresse podem levar ao seu acimulo excessivo, gerando
adversidades para o funcionamento saudavel do metabolismo celular como o fotodano
ou mesmo a fotoinibicdo (FOYER; SHIGEOKA, 2011).

Na literatura, as ROS sdo frequentemente descritas como subprodutos
indesejaveis da fotossintese, pois tém o potencial de causar danos irreversiveis aos
componentes da cadeia transportadora de elétrons (TAKAHASHI; MURATA, 2008;
MURCHIE; NIYOGI, 2011; FOYER et al, 2012). Por outro lado, as ROS também
atuam como moléculas sinalizadoras para processos bioldgicos complexos da planta
como morte celular programada, defesa contra patdgenos e respostas aos estresses
ambientais (GRELLET; BOURNONVILLE; DIAZ - RICCI, 2011). Portanto, a
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regulacdo da producédo e remocdo de ROS é essencial para a sobrevivéncia das plantas
(TAKAHASHI; MURATA, 2008).

Dentre as principais ROS, o oxigénio singleto (*O.), o superéxido (0%) e o
peroxido de hidrogénio (H.0,) sdo gerados nos tecidos das plantas em resposta a uma
ampla variedade de estresses (FOYER et al., 2002). Em comparacédo as outras ROS, o
H.O, possui um tempo de meia vida alto, 0 que pode permitir que ele difunda-se para
outras organelas. Alguns estudos tém evidenciado que o acumulo de H,O, nos
cloroplastos pode levar a inibicdo da sintese de novo da proteina D1, a qual é crucial
para o funcionamento do fotossistema Il (PSIl) (SEJIMA et al., 2014; GURURAN et
al., 2015). Esse processo € descrito como fotoinibicdo do PSII e representa um
importante parametro de sintomatologia do estresse abidtico de plantas (MURATA,;
TAKAHASHI, 2007). Contudo, as outras ROS tém uma maior reatividade e j& foram
mostradas como indutoras da fotoinibicdo. Ambos o oxigénio singleto e o superoxido
sdo produzidos no PSII e podem induzir a fotoinibicdo pela inibicdo do reparo da
proteina D1 (TAKAGI, 2016).

Em contraste, ao PSI foi creditada uma maior resisténcia em comparacao ao
PSII, principalmente devido ao fato das proteinas do complexo coletor de luz de seu
centro de reacdo (RC) serem capazes de dissipar o excesso de energia na forma de calor
de maneira extremamente eficiente (ZIVCAK et al, 2015). De acordo com esses estudos
classicos, a fotoinibicdo do PSI estaria, portanto, limitada apenas a condicGes de
estresse de baixas temperaturas (SONOIKE et al., 2011). O efeito do estresse de baixa
temperatura ndo é completamente entendido, entretanto Sonoike (2011) destacou uma
inducdo do fluxo ciclico de elétrons do PSI (CEF) que leva a uma reducgédo do pool de
P700 e do decréscimo da atividade de enzimas antioxidativas como a peroxidase do
ascorbato (APX) nas plantas susceptiveis a baixas temperaturas e que sofreram com
processo de fotoinibicdo do PSI. Em adicdo a esses fatores, a eficiéncia do PSI
apresenta dificuldade em ser mensurada devido a sua baixa emissdo de fluorescéncia em
temperatura ambiente. (WEIS, 1984).

Entre os anos de 1990 e 1994 foram propostas técnicas que seriam capazes
de detectar a oxidacdo do poolde P700". Entretanto, apenas recentemente, estudos
pioneiros conduzidos por Sejima et al. (2014) evidenciaram que folhas de girassol
podem ter o PSI inibido in vivo devido as constantes variages de intensidade e
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incidéncia de luz em curtos intervalos de tempo. Tais alteracbes podem ocorrer, por
exemplo, em decorréncia do sombreamento de folhas em virtude do movimento de
galhos superiores pelo vento, movimento das nuvens e a movimentagéo do sol durante o
dia.

Interessantemente, a inibicdo do PSI sO ocorre em presenca de O,, 0 que
sugeriu um possivel envolvimento das ROS nesse processo (SEJIMA et al., 2014).
Posteriormente, Zivcak et al. (2015) mostraram que a fotoinibicdo do PSI compromete a
assimilacdo de CO; e que, ao contrério do RC do PSII, a recuperacdo do PSI é muito
lenta. Adicionalmente, esses dados fortalecem a hipdtese de que a degradacdo da
proteina D1 € um mecanismo fotoprotetor que evita que o PSI tenha que lidar com o
excesso de energia oriundo do PSIlI (TIKKANEN et al., 2014). Entretanto, a
significancia fisioldgica da fotoinibicdo do PSI ainda permanece por ser elucidada
(SEJIMA et al., 2014).

O excesso de energia e a consequente producdo de ROS nos fotossistemas
sdo condigdes facilmente encontradas em plantas cultivadas em regiGes aridas e
semiaridas que enfrentam, frequentemente, deficiéncia hidrica, salinidade e alta
luminosidade. (WANG et al., 2013; ALLBED; KUMAR, 2013). Desse modo é possivel
que plantas adaptadas a essas regides tenham desenvolvido mecanismos capazes de
evitar a fotoinibicdo do PSI. Jatropha curcas e Ricinus communis sdo duas espécies que
pertencem a familia das euforbiaceas e que sdo adaptadas a regibes semiaridas. Por
outro lado, quando submetidas a condicdes de estresse, essas espécies atingiram uma
homeostase acionando mecanismos de reposta contrastantes uma da outra (LIMA
NETO et al., 2014; LEl et al., 2014).

Portanto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de compreender
como esses organismos mantém a homeostase redox dos dois fotossistemas,
principalmente em relagdo a modulagdo do estado redox do PSI frente a estresses de
deficiéncia hidrica e salinidade. Para alcangar tais objetivos, foram utilizadas técnicas
de mensuragdo de parametros relacionados a fluorescéncia da clorofila a, absorbancia
do P700 e indicadores do metabolismo oxidativo em folhas de plantas de Jatropha
curcas e Ricinus communis submetidas a estresses de salinidade e déficit hidrico. As

caracteristicas e funcOes dos diferentes componentes que integram a maquinaria
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fotoquimica bem como os estresses estudados sdo o alvo da revisdo de literatura do

presente trabalho de dissertagéo.

2. ESTADO DA ARTE

2.1 Estrutura dos Cloroplastos

Como organismos fotossintéticos representam a base da nossa vida diaria
(alimentacdo, energia, materiais, etc), os efeitos sobre a produtividade priméaria (a
fotossintese) tém um impacto sobre a sociedade em varios aspectos, incluindo a
economia, sustentabilidade ecoldgica e até mesmo o nosso estilo de vida (SPETEA,
RINTAMA, 2014). Nos organismos eucariontes a fotossintese ocorre em organelas
denominadas cloroplastos. Esses plastidios especiais contém por volta de 120 genes, 0s
quais codificam proteinas do aparato fotossintético (JENSEN; LEISTER, 2014), além
de possuirem toda uma gama de funcdes que incluem a sintese de aminoacidos, clorofila
e varios lipideos (ROBINSON; MANT, 2005). A figura 1 mostra a microscopia de um
cloroplasto. Observa-se que essas organelas possuem extensos sistemas de membranas

internas.

Figura 01: Estrutura representativa de cloroplastos de Arabidopsis thaliana visualizado por microscopia
de eletro-transmitancia.

Fonte: HIGAKI et al., 2014.

Essas membranas sdo conhecidas como tilacoides, os quais frequentemente
estdo empilhados uns sobre os outros formando as lamelas granais (TAIZ; ZEIGER,
2004). Os tilacoides possuem proteinas integrais de membrana que desempenham a

funcdo no transporte de elétrons (cadeia transportadora de elétrons), na producdo de
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ATP e na geracdo de um gradiente de pH entre a regido interna dos tilacoides (Iumen) e
a parte externa (estroma) (ROBINSON; MANT, 2005; FOYER et al,, 2012). Como
esquematizado na figura 2 os fotossistemas se localizam em regifes distintas da
membrana do tilacoides. O PSII se localiza nas lamelas granais, entretanto, o PSI se
localiza nas lamelas estromais e nas margens das lamelas (regides onde nao ha
empilhamento dos tilacoides). Como consequéncia dessa divisdo espacial entre os
fotossistemas existem proteinas carreadores que transportam os elétrons do PSII para o
PSI, o que permite a regulacdo desse transporte (FOYER et al., 2012). A regulacéo do
transporte de energia entre os fotossistemas permite que o fornecimento de ATP e
NADPH a partir das membranas do tilacoides seja regulado de maneira precisa, de
modo a permitir 0 uso otimizado do poder redutor pelo organismo, 0 que reduz a
producdo de oxigénio singleto no PSII e de superdxido no PSI como mostrado na figura
02 (FOYER et al., 2012).

Figura 02: Representacdo da cadeia transportadora de elétrons no tilacoides. A Ferredoxina dependente
de elétrons (Fd) associado a via de transporte de protons. O transporte linear de elétrons corre da agua
para a Fd via fotossistema Il (PSII), pool de plastoquinol/plastoquinona (PQ), complexo citocromo bef e
PSI. Os prétons sdo liberados no limen do tilacoide pela quebra da agua e pela oxidagdo do PQH,. Esses

prétons voltam para o estroma devido ao gradiente de concentragdo gerando energia para a formacgéo de
ATP a partir de ADP e Pi.

cyclic electron O,+e =0, Linear electron
by PG reduction  transport 2 € NO.~ etc transport
Q H’ a1 Qy siie Jroton ughaks by 2
<ycle and cyoikc NADP + 2e’
ec ransport P
o Fd S NADPH
ADP + Pl

PSII dimer

. . .
Eﬁ’?i‘:fn‘:ﬂou ® cytochrome l‘
Lumem?&m o \ bg/! o B
o plastoquinol/ AT STROMA

plastoquinone

U e

Fonte: FOYER et al., 2012

A regido dos cloroplastos externa aos tilacoides é preenchida por uma fase
aquosa, denominado estroma (TAIZ; ZEIGER 2004). Essa regido apresenta diferenca
marcante quanto a sua composicao proteica em relagédo aos tilacoides. O estroma possuli

proteinas hidrossollveis as quais estdo envolvidas no ciclo de Calvin como a ribulose —



24

1,5 -bifosfato caboxilase/oxigenase (Rubisco) a qual catalisa a fixacdo de CO,
(Sharwood et al,2016). Dois fatores sdo essenciais para o ciclo de Calvin: a
concentracdo de CO; e a razdo entre ATP/NADPH (FOYER et al., 2012).No inicio da
iluminacdo das folhas o ciclo de Calvin é limitado pelas baixas concentraces de CO;
devido ao fechamento estomatico. No entanto, com a iluminagdo continua a abertura
estomatica é estimulada, aumentando a concentracdo de CO, livre e progressivamente
se tornando alta para a quantidade de Rubisco no estroma (Foyer et al, 2011). Para cada
CO; fixado pela Rubisco sdo necessarios 3 ATPs e 2 NADPH, sendo importante que a
razdo de ATP/NADPH seja mantida proximo a 1,5 (TAKAHASHI et al.,2013). Desse
modo a cadeia transportadora de elétrons pode regular a quantidade de CO, fixada e a
propor¢do do ATP/NADPH pode ser regulada por processos como fotorrespiragéo e
pela dissipacdo de energia pela mitocondria (NOCTOR; FOYER, 2000).

Conceitualmente, a fotossintese € o processo no qual o CO; e a agua séo
convertidos em carboidratos e oxigénio (WILHELM; SELMA, 2011). Como ja foi
exposto, ndo se trata de uma reacdo quimica simples. Os organismos fotoautotréficos
tiveram que evoluir complexas cascatas de transporte de energia para tornar essa tarefa
energeticamente possivel e eficiente (RUBAN, 2012). Isso porque a remocdo de
elétrons da agua requer um grande consumo de energia e pode gerar uma grande
quantidade moléculas instaveis (SPETEA; RINTAMA, 2014). A operacao integrada
entre absorcdo de luz, dissipacdo de energia e balanco entre a sintese de ATP e
redutores compdem o cerne da regulacdo fotoquimica e suas respostas ao ambiente
(FOYER et al., 2012).

As reacdes da cadeia transportadora de elétrons do tilacoides que levam os
elétrons do PSII ao PSI também sdo ligadas a passagem de prétons para o limen dos
tilacdides, resultando em um grandiente de prétons (ApH) que é um dos componentes
da forga motriz de protons (a sigla em inglés é pmf) (YAMORI; SHIKANALI, 2016). O
pmf ¢ formado por dois componente, o gradiente de prétons (ApH) e o potencial de
membrana (Ay) (YAMORI; SHIKANAI, 2016). A formacdo do pmf entre o litmen do
tilacoide e o estroma tem duas fungbes: primeiramente, converter ADP e fosfato
inorganico (Pi) em ATP (FOYER et al., 2012). Além disso, a pmf também acidifica o
lumen do tilacoide, o que permite a ativacdo do mecanismo de dissipagdo de energia na
forma de calor ou non-photochemical gueenching (a sigla em inglés NPQ) como é

resumido na figura 2.
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As reacOes da fotossintese podem ser divididas em duas etapas: a etapa
oxidativa e a redutora. A etapa oxidativa ocorre nas membranas dos tilacoides e
compreende o transporte linear de elétrons (LEF), necessario para a formagdo de
NADPH e ATP, e o fluxo ciclico de elétrons (CEF), para formar apenas ATP.
Posteriormente, a etapa redutora compreende as reacfes do ciclo de Calvin-Benson
(regido estromal), as quais consomem o poder redutor formado na etapa fotoquimica
(NADPH e ATP) em um conjunto de rea¢Ges bioquimicas relacionadas a fixa¢do do
CO,. Nas plantas, as reagdes da fase oxidativa ocorrem dentro das membranas dos
tilacoides. Essas reacOes sao catalisadas por dois centros de reacdo (RC) independentes
(PHUTHONG et al., 2015). O P700 é o RC localizado no complexo fotossistema |
(PSI) e P680 localizado no complexo fotossistema Il (PSIl) (GOVINDJEE, 2004;
WIENTJES et al., 2009). Para realizar suas funces, ambos os RC devem estar
associados a complexos coletores de luz (sigla em inglés LHC e o LHCI, associado ao
PSI e LHCII, associado ao PSIl) (PHUTHONG et al., 2015).

Durante os processos da fase oxidativa, os sistemas envolvidos operam
sobre 0s mais extremos potenciais redox (de +1,2 V para -1,4 V) (Figura 3). Proteinas
expostas aos extremos de potencial sdo suscetiveis a danos por oxidacdo, formacao de
radicais livres e/ou quebra de ligacbes quimicas (NELSON, 2013). Acredita-se que 0s
complexos que compdem a cadeia fotoquimica ndo tém como objetivo apenas aumentar
a eficiéncia, mas também diminuir ao maximo os danos potenciais (NELSON, 2015).
Em seguida serdo discutidas a estrutura e a fungdo dos complexos mais importantes

envolvidos na fotoquimica das plantas de forma mais detalhada.
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Figura 03: Esquema da via linear de elétrons nos tilacoides de plantas superiores e 0s potenciais redoxes

dos componentes da cadeia transportadora de elétrons.
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2.2 Complexos Coletores de Luz

O LHCI é codificado pelos genes da familia Ihca (Ihcal, Ihca2, lhca3 e
Ihcad). Analisando cristais de proteinas do PSI de plantas de ervilha é possivel afirmar
que essas proteinas estdo organizadas na ordem lhcl, Ihc4, Ihc2 e Ihc3 (WIENTJES et
al., 2009). Por outro lado, o LHCII é composto pelas proteinas traduzidas dos genes da
familia Ihcb (1-6) (JANSSON, 1999). Esses complexos se associam a pigmentos que
capturam luz, mas que precisam estar ligados a proteinas que maximizam sua funcédo
(RUBAN, 2014). Isso ocorre porque a ligacdo com proteinas evita que os pigmentos se
associem de forma aleatéria (RUBAN, 2014).

A fotoabsorcdo mediada pelos LHCs é um processo altamente eficiente que
atinge valores de rendimento acima de 95% e ocorre em uma escala de tempo de
picossegundos (102 s) (LEVI et al., 2015). De fato, os LHCs sdo tdo eficientes que
podem aumentar a taxa de energia direcionada aos centros de reacdo em duas ou mais
ordens de magnitude (RUBAN et al., 2014).No entanto, transportar eficiente de energia
para os centros de reacdo ndo € a Unica funcdo das antenas. Dependendo das condi¢des
ambientais, a conformacdo do complexo LHC pode ser alterada de modo que a
conformacdo determina diretamente como a energia serda convertida, em energia
fotoquimica ou dissipada em forma de calor (RUBAN, 2014). Desse modo, é

compreensivel que todos os LHCs partilhem uma alta homologia na sequéncia proteica
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e gue possuam um enovelamento muito similar (LIGUORI et al., 2015). Na figura 4 é
mostrada a arquitetura de um tipico monémero de LHCII com 6 clorofilas b (figura 4B),
8 clorofilas a (figura 4B) e 4 carotendides (figura 5D).

Figura 04: (A-D) Arquitetura do LHCII. (A) Esquema do LHCII contendo &gua (azul-esverdeado),
membrana fosfolipicica (laranja) e todos os pigmentos ligados aoc LHCII. (B) Dois angulos diferentes do
complexo LHCII mostrando as ligacfes com as clorofilas. Oito clorofilas A em verde, seis clorofilas b em
purpuras e a apoproteina em preto. (C) Diferentes dominios da estrutura de apoproteinas. (D)
Esquematizacédo dos pontos de ligagdo dos carotenoides e do lipideo (DPPG).
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Fonte: Liguori et al, 2015.

Os LHCs também tem como funcdo dissipar energia em excesso (0 que sera
abordado mais a frente) e também de compensar desbalan¢os entre os fotossistemas. O
espectro de absor¢do do PSIl ndo se sobrepde com espectro de absor¢do do PSI,
particularmente em comprimentos de onda mais longos como 690 nm, levando ao
fendmeno red drop (PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE, 2014). Portanto, dependendo
do comprimento de onda da luz absorvida, uma fotossistema pode ser superestimulados
em relacdo ao outro (PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE, 2014). Plantas que crescem em
areas sombreadas tendem a sofrer mais com esse tipo de problema porque a antena do
PSI que absorve vermelho distante tem menos energia para absorver nesse comprimento
de onda. No entanto, esse problema é evitado devido ao chamado estado de transi¢do
(RUBAN, 2014). O estado de transi¢do consiste em uma migracéo lateral do LHCII do

PSII na regido empilhada do tilacoides para o PSI na lamela estromal, o que balanceia o
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fluxo de energia entre os fotossistemas (TAKAHASHI et al., 2013). Em
Chlamydomonas reinhardtii no estado 1, o LHCII esta ligado ao PSII e a quinase Stt7
estd ausente ou inativa. Entretanto, se ocorrer uma perturbacdo na homeostase de
energia entre os fotossistemas ocorrera a fosforilacdo do LHCII mediado pela Stt7
(TAKAHASHI et al., 2013). Segundo a teoria, o trimero de LHCII fosforilado migra do
PSII para o PSI nas regides da membrana expostas ao estroma (estado 2). Conforme o
trimero de LHCII se torna desfosforilado, a volta deste para o PSIl é favorecida
(TIKKANEN; ARO, 2012).

2.3 Fotossistema |1 (PSII): Estrutura e Importancia

O PSII é um complexo proteico integral de membrana localizado na regido
empilhada dos tilacoides. Esse supercomplexo tem aproximadamente 700 kDa e cada
mondmero contém ao menos 20 subunidades, incluindo a CP43, CP47, D1, D2 e o
citocromo (cty) bssg, além de 60 cofatores orgénicos e inorganicos diferentes (SATOH,
2008). Acredita-se que os complexos do PSII normalmente estdo funcionais quando em
dimeros. Os mondmeros sdo provavelmente formas intermediarias na via normal de
montagem ou no ciclo de reparo (HANKAMER et al., 1997).

O PSII é de suma importancia para a fotossintese aerébica. Esse processo s6
é possivel quando a proteina D1 esta ligada ao cofator Mn,CaOs pela tirosina z (Yz),
sendo essa a estrutura capaz de remover elétrons da agua (COX, 2014). O cluster
Mn,CaOs converte duas moléculas de 4gua em uma de oxigénio e libera quatro protons
através de um ciclo coordenado pela luz que consiste de cinco intermediarios chamados
de estados S; (sendo i = 0-4) (IFUKU et al., 2016). Dentre os estados o mais estavel no
escuro € o0 S;. Quando é aplicado um flash de luz cada Mn,CaOs avanca do seu atual
estado S; para Si+1. O oxigénio molecular é liberado durante a transi¢do dos estados Ss-
S, (IFUKU et al., 2016).. A oxidacao da agua dirige praticamente todo o O, da Terra e
produz praticamente toda a biomassa (DEBUS, 2015).

O complexo do ndcleo do PSII em organismos fotossintéticos eucariontes €
composto pelas proteinas codificadas pela familia génica Psb composto por mais de 30
genes (PAGLIANO et al.,, 2013). Dentre esses genes, PsbA e PsbD transcrevem
proteinas com 5 hélices transmembranares que compdem o nucleo do PSII (D1 e D2)
(NIELD; BARBER, 2006). A D1 tem sido largamente estudada gracas a sua capacidade
de degradacéo e ressintese em curto periodo de tempo (rapido turnover) (NICKELSEN;
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RENGSTL, 2013). A D1 é a proteina com o maior nimero de ligaces com cofatores do
PSII tais como a tirosina Z ligada ao cluster Mn,CaOs, ao P680" da clorofila a pela
histona 198 e a feofitina pela tirosina 126 (PAGLIANO et al., 2013).

A estrutura de alta resolucdo do PSII de cianobactérias revela que os centros
de reacdo do PSII sdo protegidos na membrana pelas proteinas CP43 (PsbC) e CP47
(PsbB) (ligadas a clorofilas) e isoladas do meio lumenal pelas proteinas intrinsecas,
PsbU e PsbV como mostrado na figura 5 (NIELD; BARBER, 2006; KRYNICKA et al.,
2015). Essas trés proteinas sdo necessarias para manter a reacdo de quebra da agua
(SHEN, 2015). A PsbO é conhecida como proteina estabilizadora de magnésio e trata-se
de uma proteina extremamente conservada que possui um dominio que atua como um
local de ancoramento que se liga a superficie luminal da D1, D2, CP43 e CP47,
estabilizando o aglomerado Mn,CaOs e mantendo uma Otima oxidacdo da &gua
(PAGLIANO et al., 2013).

Figura 05: Superestrutura do dimero do PSII analisado por uma resolugdo de 1,9 A destacando a D1, D2,
CP43, CP47, PshO, PsbU e PsbV.
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Fonte: SHEN, 2016.

A producéo de ROS no PSII leva a um dano na ligagédo entre a tirosina Z e 0
cluster Mn4CaOs. No entanto ha um rapido turnover da proteina, 0 que garante que em
condicBes ndo estressantes haja um pool de D1 funcionando (GURURANI et al., 2015).
A inibicdo do reparo da proteina D1 é causada pelo oxigénio singleto (*O,) e a
degradac#o é realizada pela protease FtsH (NISHIYAMA et al., 2004; KRYNICKA et

al., 2015). A DI ¢ considerada uma “proteina suicida”, pois sua degradagdo evita que o
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excesso de energia gerado no PSII promova um dano oxidativo (ARO; ANDERSON,
1993). Em estudos recentes Tikkanen et al. (2014) tém mostrado que o PSI é protegido
pelo ciclo de inibi¢do/reparo da D1, o que evita um dano irreversivel. Por outro lado, em
estresses severos e/ou muito prolongados nos quais o fotodano excede a taxa de reparo
ocorre a chamada fotoinibi¢cdo do PSIl (TAKAHASHI et al., 2009).

2.4 Fotossistema | (PSI) e fotoinibicéo

O PSI é um complexo de 650 kDa contendo 18 subunidades e mais de 200
grupos prostéticos (AMUNTS et al.,, 2010). Cristais do complexo do PSI de
cianobactérias analisados por uma resolucdo de 3.1 A revelam pelo menos 174
clorofilas, 32 carotenoides, 3 conglomerados Fe-S e duas filoquinonas (NELSON et al.,
2013). As proteinas que compdem esse supercomplexo sdo codificadas pela familia Psa.
O ndcleo do PSI é composto por proteinas codificadas pelos genes presentes nos
cloroplastos. Em Chlamydomonas reinhardtii, quatro subunidades comp&em o centro de
reacdo do PSI. A PsaA e a PsaB s&o as subunidades maiores e a PsaC e PsaJ sdo as
subunidades menores (LEFEVRE et al., 2015). Ja nas plantas superiores o centro de
reacao € composto por 12 peptideos: PsaA a PsaL. (HIYAMA, 2005).

Recentemente foi demonstrado que uma abrupta iluminacdo aumenta a
probabilidade da doacdo de elétrons que chegam ao PSI para o O, via ferredoxina, o que
leva a producdo de ROS (SEJIMA et al., 2014). Essa diferenca de intensidade de luz
pode ser causada naturalmente por meio da interrupcao do dossel provocada pelo vento,
sombreamento, nuvens etc. O estudo evidenciou que a inativacdo do PSI seria causada
pela inibicdo da oxidacdo do PSI e que esse bloqueio da oxidacdo do PSI sé ocorre em
presenca de O, o0 que levou os autores a concluirem que as ROS causavam a
fotoinibicdo do PSI (SEJIMA et al., 2014). Essa conclusdo corrobora com Sonoike et al.
(1997), que demonstraram que a PsaB é degradada pelo radical hidroperdxido que pode
ser formado pela reagéo entre o centro Fe-S do centro de reacdo do PSI e o peroxido de
hidrogénio. Essa reacdo permite que uma serinoprotease tenha acesso a PsaB
(SONOIKE et al., 1997).

Entretanto, em estudos mais recentes Takagi et al. (2016) demonstraram que
ao menos no inicio da fotoinibicdo do PSI ndo ha degradacdo de proteinas que
compdem o complexo do PSI. Além disso, no mesmo estudo os autores concluem que

apesar dos superoxidos serem produzidos durante o processo de fotoinibigcdo, seu
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aumento ndo leva a um incremento na fotoinibicdo do PSI em cloroplastos isolados
independentemente da presenca das enzimas desintoxicantes (APX e SOD). Entretanto,
ao se utilizar um removedor de oxigénio singleto (PMC) ficou evidente que o0s
cloroplastos foram mais resistentes a fotoinibicdo o que leva a crer que, de forma
similar ao P680, a clorofila do centro de reacdo do P700 no seu estado tripleto pode
doar elétrons para o O, formando o oxigénio singleto 'O, e este provoca a fotoinibicdo
do PSI (TAKAGI et al., 2016). Na natureza ha varios estresses abidticos que podem
acarretar a superproducdo de ROS e induzir a fotoinibicdo, mas ainda a importancia
fisioldgica da fotoinibicdo do PSI ainda ndo foi caracterizada (SEJIMA, 2014) bem

como possiveis mecanismos de escape ainda ndo foram relatados.
3. MECANISMOS DE FOTOPROTECAO
3.1 Fluxo Ciclico de Elétrons

O fluxo ciclico de elétrons (CEF) em torno do PSI foi descrito pela
primeira vez por Arnon (1955). Nos anos seguintes, um grande volume de artigos tem
fornecido evidencia, in vivo e in vitro, do funcionamento dessa via em algas e plantas
(MUNEKAGE et al., 2004; GILES, 2005; GODAUX et al., 2015). Contraditoriamente,
a mensuracdo do CEF nas plantas € dificil principalmente em plantas C3 (GILES,
2005). O problema comum para medir todos 0s processos ciclicos € que ndo existe um
net flux, mas seus componentes (cty bef, PSI) poderiam ser medidos como uma forma
de estimar via o fluxo de elétrons entre os dois complexos (Citocromo bef e PSI).
Entretanto no caso da CEF esses componentes também fazem parte do fluxo linear de
elétrons (GILES, 2005). Desse modo as estratégias empregadas sempre mostram uma
estimativa do processo.

Diferentes abordagens podem ser utilizadas para estimar o CEF: é possivel
bloquear o fluxo linear usando o inibidor DCMU (GILES, 2005), dividir o rendimento
quéantico do PSI pelo rendimento quantico do PSII (YAMORI et al., 2011) e pela
oxidacdo do P700 em plantas adaptadas a luz (ZIVCAK et al., 2014). O CEF pode ser
divido em duas rotas independentes. A rota PGR5-PGRL1 leva os elétrons da
ferredoxina para a plastoquina ou para o citocromo bgf. Alternativamente, a via NADP
desidrogenase (NDH) € capaz de usar consumir os elétrons do NADPH para o pool de
plastoquinonas (Figura 6). Ambas as rotas geram um gradiente de ApH com o complexo

citocromo bgf. O ApH permite a sintese de ATP sem a produgédo de NADPH no
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cloroplasto (YAMAMORI; SHIKANAI, 2016). Os aspectos quimicos e energéticos da
estequiometria de producdo de ATP pelo fluxo linear de elétrons ainda demandam mais
estudos. No entanto, h4 um consenso de que o transporte linear de elétrons (LEF) ndo
gera ATP suficiente para que haja um balanco adequado de ATP/NADPH no ciclo de
Calvin (JOLIOT; JOHNSON, 2011).

Figura 06: Um esquema simplificado do fluxo linear de eletron e das vias ciclicas. Ndh - NADP

desidrogenase; FNR - ferridoxina NADP-desidrogenase; FQR - ferredoxina Plastoquinona Redutase; PQ -
Plastoquinona; PS - Fotossistema.
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Fonte: ESSEMINE et al., 2011.

Sob condig¢des estressantes as plantas tendem a aumentar o ApH para
poderem ativar o NPQ (TAKAHASHI et al., 2009). A literatura tem detalhado como o
aumento de CEF é uma estratégia benéfica para as plantas, pois permite que elas se
protejam de danos oxidativos. Plantas de trigo sobre condi¢des de deficiéncia hidrica
rapidamente geram um ApH que € promovido pelo CEF (ZIVCAK et al., 2014).
Respostas similares sdo encontradas em cevada, girassois e alface sob diferentes tipos
de estresse como seca, frio e deficiéncia de ferro (JOLIOT; JOHNSON, 2011;
TAKAHASHI et al., 2009; SEJIMA et al., 2014). Plantas de Arabidopsis thaliana que
sofreram silenciamento da via da PGR5 ndo foram capazes de reparar 0s danos
oxidativos de estresses de alta luz (TAKAHASHI et al.,, 2009). Além disso, o
silenciamento da PGR5 leva a uma queda na assimilacdo de CO, e a producdo de
biomassa (NISHIKAWA et al., 2012). Por outro lado, plantas de tabaco e Arabidopsis
que foram silenciadas para a via NDH nd&o mostraram perda de crescimento em
condicBes favoraveis, todavia foram mais sensiveis a alguns estresses como alta luz

(YAMORI, 2015). Desse modo, a via PGR5 em plantas é considerada essencial
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[3

enquanto a NDH atuaria como uma

(YAMORI, 2015).

‘valvula de escape” em situagdes estressantes

No entanto, alguns autores tém fornecido dado que sugerem a
possibilidade da importancia do CEF ser espécie — dependente e estresse — dependente.
Em Arabidopsis o gene crr2 esta envolvido com a via NDH e o gene pgr5 codifica a
proteina de mesmo nome que € essencial para a via PGR5 - PGL1 (NISHIKAWA et al.,
2012). Quando as plantas de Arabidopsis estdo expostas a estresse de variagdo de luz a
via PGR5 - PGL1 ¢é relevante para a resposta ao estresse, enquanto a via NDH néo
aparenta influenciar (ESSEMINE et al.,, 2011). Em plantas de arroz Yamori e
colaboradores (2016) estudaram o efeito de flutuacGes de luz sobre o transporte de
elétrons nos fotossistema quando uma das vias estivesse inibida. Os autores chegaram a
conclusdo de que ambas as vias tém papel fisiol6gico sobre flutuacGes de luz em plantas
de arroz (YAMORI et al., 2016). Desse modo, torna — se evidente que ha uma diferenca
intrinseca entre Arabidopsis e arroz. Em plantas de Arabidopsis a via do NDH nédo tem
funcdo fisiologica no crescimento, no entanto possui no arroz (YAMORI et al, 2016).
Logo, provavelmente plantas diferentes podem apresentar CEFs com funcfes

fisioldgicas diferentes das descritas para a planta modelo Arabidopsis.

Curiosamente, em alguns casos o CEF pode afetar negativamente o
desempenho da planta. Quando plantas de Arabidopsis sofreram silenciamento para um
desses genes das vias de CEF, as plantas se mostraram mais resistentes ao estresse de
calor, o que foi demonstrado por meio de abordagens fluorescéncia e cinéticas do P700
(ESSEMINE et al., 2011).

3.2 Quenching Né&o-Fotoquimico (NPQ)

O quenching ndo-fotoquimico foi primeiro demonstrado por Papageorgiou e
Govindjee (1968) em estudos com cianobactérias e algas verdes. Posteriormente, foi
demonstrado em tilacoides isolados que a clorofila a também era capaz de realizar o
quenching ndo — fotoquimico pela formagdo de um “estado de alta energia”
(PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE, 2014). Os pesquisadores também demonstraram
que esse estado de alta energia se mantinha ao gradiente de protons transtilacoidal e
relataram uma mudanga estrutural no aparato fotossintético (PAPAGEORGIOU;
GOVINDJEE, 2014). Entretanto, para uma compreensao basica do fendBmeno do NPQ
foram necessarias varias descobertas realizadas entre os anos de 1950 e 2004: o ciclo
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das Xantofilas (SAPOZHNIKOV et al., 1957); o isolamento da Violaxantina De-
epoxidase (VDE) (HAGER; PERZ, 1970); a ligacdo da VDE livre do Iumen as
membranas do tilacoides em pHs proximos a 5,0 (HAGER; HOLOCHER, 1994); o fato
de a maioria das violaxantinas disponiveis para a desepoxidacdo estd presente no LHC
Il (RUBAN et al., 1999) e o envolvimento da PsbS no NPQ (LI et al., 2000; LI et al.,
2004).

Atualmente, sabe-se que em condi¢des nas quais hd mais energia do que
pode ser aproveitado para fotossintese os complexos antena (discutidos na sesséo 2.2.1)
passam a ter como funcao evitar que o excesso de luz afete o funcionamento dos centros
de reacdo ativando o mecanismo de dissipacdo de energia na forma de calor (qE), o
principal componente do quenching nao-fotoquimico (NPQ), como esquematizado na
figura 7A.

Figura 07: (A) Protonagdo da PsbS induz mudangas conformacionais nos complexos antena, como
resultado os carotenoides passam a ter um contato préximo com as clorofilas do LCH. Como
consequéncia ocorre a excisdo de energia da clorofila para a zeaxantina e ocorre a dissipagdo de energia
na forma de calor (B) Esquema que ilustra condi¢des de excesso de luz, que provoca fechamento do RCI|,
saturacdo e um aumento no NPQ, o qual amortece o excesso de energia prejudicial em calor (& esquerda).
Quando a luz torna-se subitamente muito fraca, o RCII volta a capturar a energia de excitacdo de forma
eficaz, apesar da presenca do NPQ. Assim, o NPQ sé protege RCII fechado e ndo causa perdas de energia
quando RCII estd aberta. (C) Esquema que ilustra a reorganizacdo do LHCII-PSII quando exposta a
condic@es que provocam a inducdo do NPQ.
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Na figura 7A ¢é possivel observar que o aumento do ApH e da

desepoxidagdo da violaxantina para zeaxantina cooperativamente levam a agregacao do
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LHCII. A proteina PsbS, diretamente relacionada ao complexo antena, atua como um
sensor de H*. Quando a PsbS estd protonada, devido a queda no pH lumenal, a
zeaxantina pode se ligar a essa proteina. Gracas a essa proximidade entre a zeaxantina
com as clorofilas do LHC, ocorre a excisdo de energia para esse carotenoide, o qual ira
dissipar a energia na forma de calor (WILHELM; SELMA, 2011). Esse mecanismo €
chamado de quenching de energia (qE) o qual é o maior componente do quenching néo-
fotoquimico (NPQ) e tem uma importante funcdo fotoprotetora. Como mostrado na
figura 7B, esse mecanismo ocorre apenas em centros de reacdo que ja estejam saturados
de energia, evitando o desperdicio de energia e danos a RC fechados (RUBAN 2014).
Na figura 7C sdo esquematizadas as alteragbes que ocorrem na superestrutura do
LHCII-PSII durante o processo de formagéo do gE.

A literatura tem mostrado a inducdo desse mecanismo em VAarios estresses
de origem abiotica como seca, salinidade e alta luz (SILVA et al., 2010; LIMA NETO
et al., 2014b; ZIVCAK et al., 2014). No entanto, em condi¢cfes estressantes, nem
sempre 0 maior componente do NPQ sera o de dissipacdo de energia, podendo ter
correlagdo com o fotodano (MAXWELL; GILLES, 2000). O NPQ em folhas adaptadas
a luz pode ser dividido em quatro componentes que podem ser diferenciados por uma
cinética de relaxamento no escuro (ZULFUGAROV et al., 2014):

1. O quenching dependente de energia (qE) que é ativado pelo aumento
do gradiente de prétons transtilacoidal e que decai rapidamente no

escuro (segundos a minutos);

2. O quenching do estado de transicdo (qT) relacionado ao fenébmeno do

estado de transicdo, que decai mais lentamente do que o gE;

3. O quenching fotoinibitério (ql), o qual possui o mais lento
relaxamento no escuro, incluindo componentes que ndo relaxam com

0s danos irreversiveis.

4. O quenching de zeaxantinas (qZ), recentemente descoberto ocorre em
plantas mutantes que perderam a capacidade de forma gE, mas mesmo
assim ainda mantinham um quenching que dissipa de maneira rapida.

Esse quenching foi atribuido as xantinas
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Geralmente, em condicdes ndo estressantes e em luz saturante, o gE é o
maior componente e gl comeca a se tornar proeminente em condic¢des de excesso de luz
ou em condigdes estressantes que impecam o consumo de redutores produzidos pelo
transporte de elétrons (BAKER, 2008). O quenching associado ao T sé € relevante em
luz baixa (BAKER, 2008). Atualmente, os grupos de pesquisa que estudam o
funcionamento do NPQ como um mecanismo fotoprotetor tem adotado a cinética de
relaxamento como um pardmetro mais confiavel de dissipagdo de energia em calor
(MAXWELL; GILLES, 2000; CAO et al., 2013; RUBAN et al., 2014).

3.3 Metabolismo Redox

Nos Ultimos 5 anos, mais de 50.000 artigos foram publicados sobre o
estresse oxidativo em plantas (FOYER et al., 2015). Esse fato revela um continuo e
crescente interesse pela funcdo do fendmeno em biologia vegetal (FOYER et al., 2015).
No entanto, € necessario cuidado ao estudar sistemas complexos e dindmicos como a
sintese e remocéo de ROS (NOCTOR et al., 2015). As ROS estdo envolvidas em varios
processos como a rapida resposta de fechamento estomatico em varios estresses
(WANG et al., 2016), na sinalizacdo redox de tiorredoxinas pela oxidacdo dos
aminoacidos de cisteina (GARC et al, 2014), germinacdo de sementes (KOCSY et al.,
2015), etc. Entretanto, condi¢cBes que promovam o acumulo de ROS podem oxidar
componentes importantes do metabolismo, como lipideos, proteinas e DNA
(MITTLER, 2002; SILVA et al., 2010). Essa acumulacdo € uma caracteristica comum a
um grande nimero de estresses abidticos e € geralmente devido a uma indugdo da
produgio de ROS, denominado “explosdo oxidativa” (BROSCHE et al., 2010).

No inicio da evolucdo da fotoquimica a explosdo oxidativa ndo foi um
problema gracas a baixa concentracdo de oxigénio na atmosfera. Entretanto, conforme
0s niveis de oxigénio subiam como consequéncia da fotossintese, a evolucao do sistema
antioxidante em plantas para controlar o balanco de ROS teve uma funcéo essencial
para a sobrevivéncia das plantas as mudancgas ambientais (GEST et al., 2013). Como foi
anteriormente discutido, as ROS podem ser produzidas pelo excesso de energia nos
fotossistemas em condigOes estressantes, mas existem outras vias de producdo de ROS
em resposta ao estresse localizadas em outras organelas como é o caso da NADPH
oxidase presente nas mitocondrias (SAGI et al., 2006). Como mostrado na figura 8, as
ROS podem ser convertidas em outro tipo pela quebra da molécula como é o caso do
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0zonio (O3) que pode decair para peroxido de hidrogénio, superdxido e oxigénio
singleto, ou por uma via enzimatica como é o caso do superdxido que é convertido em
peréxido de hidrogénio, via SOD (BROSCHE et al., 2010).Para evitar os efeitos
negativos das ROS ha uma grande diversidade de antioxidantes enzimaticos ( ascorbato
peroxidase (APX); superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)) e ndo-enzimaticos
(ascorbato, glutationa, carotenoides e torcofendis) (FOYER et al., 2015; SHARMA et
al., 2013).

Figura 08: Locais de producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e enzimas de remocédo de ROS.
Abreviagfes- SOD - Superdxido dismutase; APX — Peroxidase de Ascorbato; MDAR —
Monodehidroascrobato Redutase; DHAR — Dehidroascorbato redutase; GR — Glutationa redutase; AOX —

Oxidase alternativa; CAT — Catalase; PRX — Peroxiredoxina; TRX - Tiorredoxina
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Fonte: BROSCHE et al., 2010.

Dentre as ROS, a mais abundante durante os estresses é o perdxido de
hidrogénio (H,0,) (PASSAIA et al., 2013). Este é produzido pela dismutacdo do
superoxido pela SOD, pela NADPH oxidase (NOX) de mitocdndrias e como
subproduto de reagdes como a fotorrespiragdo (BROSCHE et al., 2010). H,0, é uma
molécula relativamente estavel com baixo potencial redox se comparado a outras ROS
(1,8 eV) e com potencial para a sinalizacdo intra/interceluar. Contudo, o peroxido de
hidrogénio em presenca de Fe?* pode ser convertido a uma molécula altamente toxica e
com elevado potencial redox (2,8 eV), o radical superéxido (OH). Esse processo €
chamado de reacdo de Fenton (ASGHAR et al., 2015). Concomitantemente, as enzimas

qgue removem o0 H,0O, sdo importantes protetores da homeostase vegetal. Dentre essas
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enzimas podemos citar a Ascorbato Peroxidase (APX), a Glutationa Peroxidase (GPX)
e a Catalase (CAT). Nao obstante, a regulagdo dessas enzimas nem sempre € obvia. A
literatura prové exemplos de espécies vegetais nas quais a remocao de uma isoforma de
uma dessas enzimas nao € compensada por outras peroxidases e afeta o crescimento e
desenvolvimento da planta como é o caso da APX1 em Arabidopsis thaliana
(PNUELLI et al., 2003). Entretanto outras publicagfes mostram que a delecdo de duas
ou mais isoformas de uma enzima considerada importante na remocdo de H,O, como é
0 caso de plantas duplo — mutantes silenciadas para APX1 e APX2 em arroz ndo

apresentarem diferencas fenotipicas em condicdes controle (BONIFACIO et al., 2011).
4. ESTRESSES ABIOTICOS E SUAS CONSEQUENCIAS

O maior desafio para a agricultura no mundo é o aumento da producéo de
alimento em 70% para sustentar o aumento populacional que passara de 7 bilhGes de
pessoas para 9,4 no ano de 2050 (UNITED STATES CENSUS, 2012). Contudo, os
estresses abidticos causados por diversas condi¢cbes ambientais adversas, tais como
seca, calor, toxicidade por metais pesados e alta luz resultam em uma excessiva reducéo
da cadeia transportadora de elétrons, fotoinibicdo, restricdo fotossintética e
consequentemente, queda de produtividade (GURURANI et al., 2015).
Contraditoriamente, a mudanca climatica tem aumentado a incidéncia e a intensidade
desses estresses (LONG et al.,, 2015). Portanto, compreender os efeitos e o0s
mecanismos para 0s estresses abioticos € uma prerrogativa basica para suprir as futuras

necessidades alimenticias da populagéo.

Os mecanismos fisioldgicos e de desenvolvimento capazes de permitir
uma planta tolerar prolongados periodos sob estresse podem envolver numerosos
atributos SILVA et al., 2010). Nesse contexto, plantas bem adaptadas a regides aridas e
semiaridas como Jatropha curcas e Ricinus communis podem fornecer varias

informagdes sobre como mitigar tais estresses.
4.1 Salinidade

Mais de 800 milhdes de hectares de terra em todo o mundo sofrem com o
excesso de sal. Este montante representa mais de 6% da area terrestre total do mundo. A
maior parte destas areas afetadas pelo sal tem surgido de causas naturais (MUNNS;

TESTER, 2008). O excesso de sal presente provoca diversos efeitos deletérios no
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rendimento da agricultura, principalmente em virtude da queda na taxa de crescimento,
perfilhamento e ao atraso no desenvolvimento reprodutivo que pode chegar a meses
(ROY etal., 2014).

O solo é dito salino quando sua condutancia elétrica (ECe, uma unidade de
medida que mensura a quantidade de ions no solo) é maior do que 4 dS/m o que
equivale a aproximadamente 40 mM de NaCl, ponto no qual a maioria das plantas
apresenta uma significativa reducdo no rendimento (ROY; TESTER, 2013). A planta
sofre 0 estresse salino em dois momentos distintos: 1) Imediatamente apds a planta
entrar em contato com uma concentracao salina desfavoravel (seja em solo ou em uma
solucdo hidropdnica) ao aumento da pressdo externa (provocada pelos ions), gerando
um estresse osmotico (JAMES et al., 2008); 1) Posteriormente a acumulacdo de ion
sddio (Na*) nas folhas ird gerar um efeito toxico (fase ionica), levando a senescéncia da
folna (MUNNS; TESTER, 2008). A maioria das espécies de plantas comeca a mostrar
sintomas 1 a 3 dias depois da aplicacdo de NaCl, a despeito do rapido influxo de NaCl
(SHAVRUKOV, 2013). Desse modo as plantas ditas tolerantes ndo necessariamente
suportam ambas as fases como foi esquematizado por Munns e Tester (2008) (Figura 9).
Figura 9: O grafico em (A) compara a taxa de crescimento em uma planta sensivel (linha continua) com
uma planta tolerante ao estresse osmatico (linha pontilhada). Ambas tém perda de fitness, mas a tolerante
decaiu menos na fase osmotica e mostra igual sensibilidade a fase idnica. No gréfico (B) a planta sensivel
(linha continua) é comparada com uma planta tolerante apenas ao estresse idnico (linha pontilhada
vermelha), mostrando que ambas apresentam mesma queda na taxa de crescimento no inicio do estresse,
mas que na fase tardia da salinidade a planta resistente mantém seu crescimento em quanto a sensivel tem

uma nova queda na taxa de crescimento. Em (C) nota-se que uma planta tolerante a ambas as fases
mantém uma taxa de crescimento maior do que a sensivel.
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Fonte: MUNNS; TESTER, 2008.

A sobrevivéncia das plantas na natureza depende da capacidade de detectar
e se aclimatar as mudancas ambientais através de uma rapida reprogramacéo

transicional e hormonal (DONG — LEY YANG, 2012). Desse modo 0s genes e as vias
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metabolicas ativadas para cada fase do estresse salino sdo diferentes (ROY et al., 2014).
No inicio do estresse salino essas respostas sdo dadas devido ao acumulo do horménio
acido abscisico (ABA). O ABA serve como sinal quimico primério que induz o
fechamento estomatico controlando assim o status evitando a perda de agua (LEE;
LUAN, 2012).

O mecanismo de fechamento estomético tem sido alvo de vérios estudos.
Hoje acreditasse que a regulacio de canais de potassio (K*) e cloreto (CI") nas células-
guardas compde uma das principais vias envolvidas nesse processo. O ABA se ligaria a
um dos receptores da célula-guarda. Pyrabactin resistence (PYR/PYL) e componente
regulatorio do receptor de ABA (RCAR) sdo duas familias de receptores importantes
para a regulacdo do ABA. Essa ligacdo permite que a fosforilase PPC2 e a quinase
SnRK2 quebrem sua interacdo fisica e passem a exercer a funcdo de fosforilar e
desfosforilar os canais de K* e CI". Desse modo o efluxo de K" e CI" das células -
guardas leva ao fechamento estomético (LEE; LUAN, 2012) (Figura 10).

Figura 10: O esquema abaixo representa uma célula-guarda em dois momentos distintos. Na direita, a
célula ndo recebeu nenhum estimulo (se encontra em condi¢Bes normais). Nesse momento os receptores
para ABA PYR, PYL e RCAR néo impedem a ligagdo dos PP2Cs com os SnRK2s. Nesse momento a
célula-guarda permite que os estdbmatos estejam abertos. Mas, em condic¢8es adversas, um estimulo leva
ao aumento na producido de ABA, desencadeando uma série de reacdes que termina com a saida de K* e
CI" da ceélula e fechando o estémato.
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Fonte: LEE; LUAN, 2012.

No entanto, existem casos em que um bom controle estomatico ndo é o
suficiente para levar a resisténcia a salinidade. Lima Neto e colaboradores (2014)
mostraram que o controle estomatico de Jatropha curcas € melhor se comparado a
Ricinus communis. No entanto, quando plantas jovens de Jatropha curcas foram

expostas a estresse salino em hidroponia apresentam uma elevada acumulagéo de ions
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Na’ e CI', queda na razdo K*/Na" e sinais de toxicidade na folha (SILVA et al., 2011).
Contraditoriamente, plantas jovens de Ricinus apresentam caracteristicas de tolerancia a
elevada salinidade como a exclusdo de Na* das folhas (SUN et al., 2013). Lima Neto e
colaboradores (2014b) mostraram que plantas de Jatropha curcas e Ricinus communis
apresentam diferencas também quanto aos mecanismos fotoproteores para a dissipacdo
de energia. Enquanto R. communis ativou o fluxo ciclico de elétrons, aumentou a
assimilagdo de nitrato e apresentou maiores taxas de fotorrespiragédo, J. curcas ativou

preferencialmente o NPQ.
4.2 Estresse Hidrico

A agricultura € a principal atividade que utiliza de agua doce, consumindo
mais de dois tercos do total de consumo de agua. Contraditoriamente, estima-se que até
2050 pelo um quinto da populacdo mundial pode sofrer com uma severa escassez de
agua (CHAI et al., 2016). Portanto, a maior limitagdo para crescimento e produtividade
das plantas em solo das regiGes aridas e semiéridas € a disponibilidade de agua (WANG
et al., 2013). O estresse hidrico pode ocorrer em qualquer fase de crescimento e pode
afetar essa produtividade em graus variaveis, dependendo do tempo de inicio, duragéo e
intensidade do tratamento de estresse hidrico. Caso a seca ocorra na fase reprodutiva,
pode diretamente acarretar uma perda média de rendimento de mais de 50% na
produtividade (HU; XIONG, 2014). A deficiéncia de agua causa multiplos efeitos
negativos e desencadeia respostas complexaS em diferentes niveis (HU; XIONG, 2014).
Durante o estresse de seca, 0 crescimento da raiz e a taxa de difusdo de alguns
nutrientes como 0 potassio no solo até a raiz sdo restritos, 0 que limita a captacdo de
nutrientes (WANG et al.,, 2013). Para transpor esse problema, algumas plantas
acumulam solutos como a prolina e glicinabetaina (PEREZ — PEREZ et al., 2009).
Esses solutos podem diminuir o potencial osmotico das celulas permitindo que as raizes

voltem a absorver agua.

Entretanto, os principais efeitos diretos do estresse hidrico sdo associados
com a diminuicdo do fornecimento de CO, por meio de carboxilacdo causada pela
limitacdo dos estdbmatos (ZIVCAK et al., 2014). Nessas regides a deficiéncia hidrica
geralmente ocorre simultaneamente a altas temperaturas induzindo o acimulo de ABA e
promovendo o fechamento estomatico, o que reduz a disponibilidade de CO, e leva a
queda da razdo CO,/O, no cloroplasto (FOYER; NOCTOR, 2000). Consequentemente,
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as taxas de consumo de poder redutor (ATP e NADPH) decrescem nessas condicdes e a
producdo de ROS é induzida devido ao excesso de energia, pois 0s elétrons que seriam
doados a0 NADP™ séo doados para o oxigénio molecular (FOYER, 2012).

O excesso de energia aumenta a producdo de oxigénio singleto (PSII) e
superdxido (PSI). O superdxido é rapidamente convertido a peroxido de oxigénio pela
SOD e este pode ser convertido a radical superoxido reacdo de Fenton (ASGHAR et al.,
2015). As ROS podem causar danos a diversos componentes celulares incluindo o
DNA, proteinas e membranas lipidicas (MITTLER, 2002). Diversos mecanismos e
estratégias foram descritos como estratégias vegetais para sobreviver a tais
adversidades. A inducdo do NPQ, assimilacdo de nitrogénio e fotorrespiracdo sdo
mecanismos fotoprotetores que pode evitar a formacdo ROS pelo consumo do excesso
de energia. Entretanto, como a producdo de ROS é abundante mesmo em condi¢des
Otimas, mais de 99% dos ROS produzidos dentro das células sdo metabolizados pelos
antioxidantes (FOYER et al., 2015, SHARMA et al., 2013).

As plantas de Jatropha curcas em deficiéncia hidrica mostram a ativacao de
muitos dos mecanismos citados acima. Silva e colaboradores (2015) mostraram que por
volta de 10 dias as plantas sob estresse hidrico aumentam significativamente o NPQ, o
que coincidiu com um pico na velocidade maxima de carboxilacdo da Rubisco assim
como uma gueda na taxa maxima de transporte de elétrons da fotossintese. O NPQ
permitiu o dreno de energia em excesso mensurado pelo pardmetro (ETRs/Py) (SILVA
et al, 2010). Entretanto as enzimas relacionadas a remocdo de ROS ndo apresentaram
uma resposta homogénea. SOD ndo mudou sua atividade, a catalase decresceu e a APX
foi induzida, mas nem o conteddo nem o estado redox de ascorbato foram alterados
(SILVA et al, 2010).

A Ricinus communis tem sido reconhecida por exibir uma alta plasticidade
fisiologica e de desenvolvimento ao estresse hidrico (SHI et al, 2014). Os autores
mostram que as plantas dessa espécie quando em deficiéncia hidrica apresentam um
aumento na massa foliar por area, conteudo de clorofila e o Fv/Fm. A fotossintese foi
inibida, entretanto rapidamente se recupera apés ser reirrigada (SHI et al, 2014).
Todavia, Lima — Neto e colaboradores (2014) discutem que J. curcas aparenta ser mais
adaptada a seca e ao calor, uma vez que essa espécie apresenta um controle estomatico

mais eficiente para evitar o desperdicio de agua e por dissipar mais energia pelo NPQ.
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Entretanto, Ricinus communis apresenta uma maior taxa de fotossintese em condicdes

ndo-limitantes.
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Capitulo Il — Modulacéo do PSI induzida por
NaCl favorece fotoprotecao de Ricinus communis
mas nao de Jatropha curcas
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Resumo

O estresse salino € um dos mais importantes estresses capazes de retardar o crescimento
e desenvolvimento vegetal. Seu efeito esta relacionado ao decréscimo de assimilacdo de
CO, pelo fechamento estomaético e & producdo de ROS. As ROS podem promover a
chamada fotoinibicdo, o que pode levar a planta & morte. Ao longo da evolucéo, as
plantas desenvolveram varios mecanismos para evitar os efeitos negativos da salinidade.
No entanto, a maioria dos estudos se concentra na fotoinibicdo do PSII. Poucos
trabalhos tem mostrado o significado fisioldgico da fotoinibicdo do PSI. Este trabalho
teve como objetivo elucidar os efeitos da fotoinibicdo do PSI em plantas tolerantes as
condigdes do semi-arido Jatropha curcas e Ricinus communis. Plantas de ambas as
espécies com 0 mesmo estagio de desenvolvimento foram expostas ao estresse salino
por 15 dias. Parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, absorbancia do
P700 e producgdo de peroxido de hidrogénio foram avaliados. Nesse estudo, plantas de
Jatropha curcas mostraram um aumento na inducdo do CEF mas um decréscimo na
oxidacdo do P700. A Ricinus communis apresentou uma resposta oposta, aumentando
no pool de P700 oxidado e um decréscimo no CEF. Para confirmar esse achado o CEF
foi mensurado por vérias metodologias diferentes que confirmaram a tendéncia
encontrada. Diante desse resultado, as plantas de Ricinus communis controle e em
estresse salino foram fotoinibidas utilizando a metodologia de rSP. De fato, as plantas
adaptadas ao estresse salino foram mais tolerantes a fotoinibi¢cdo do PSI, mas a sintese
de H,0, foi significativamente induzida. Esses resultados sugerem que a inibicdo do
CEF promove a oxidagdo P700 em Ricinus communis e que a oxidagdo do P700 é um

mecanismo fotoprotetor importante para a protecdo do PSI.

Palavras-chave: Mamona, Pinh&o-manso, CEF, P700
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Abstract

Salt stress is one of the major stressors that can slow down plant growth and
development. Its effect is related to the decrease of CO2 assimilation by stomatal
closure and to the production of ROS. ROS can promote so-called photoinhibition
which may lead to plant death. During evolution, plants have developed several
mechanisms to prevent the negative effects of salinity. However, most studies have
focused on photoinhibition of PSII. Few studies have shown the physiological
significance of PSI photoinhibition. This study aimed to elucidate the effects of PSI
photoinhibition in plants adapted to semi-arid conditions Jatropha curcas and Ricinus
communis. Plants of both species at the same stage of development were exposed to salt
stress for 15 days. Gas exchange parameters, chlorophyll a fluorescence, absorbance of
P700 and production of hydrogen peroxide were evaluated. In this study, plants of
Jatropha curcas showed an increase in the induction of CEF but a decrease in the
oxidation of P700. The Ricinus communis displayed an opposite response, increasing
the pool of oxidized P700 and a decrease in the CEF. To confirm this finding the CEF
was measured by several different methodologies that confirmed the pattern found.
Given this result, Ricinus communis control and stressed plants were photoinhibited
using rSP methodology. In fact, plants adapted to salt stress were more tolerant to
photoinhibition of PSI, but H202 synthesis was significantly induced. These results
suggest that inhibition of P700 CEF promotes oxidation of PSI in Ricinus communis
and the oxidation of P700 is an important mechanism for PSI sunscreen protection.

Keywords: chlorophyll fluorescence, cyclic electron flow, high potential chain, P700",
photochemistry, photoinhibition, photosynthesis
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Introduction

Salt stress is one of the most important abiotic stress negatively affecting plant
growth, development and diversity. Salinity mostly affects plants through its effects on
photosynthesis, decreasing the CO, supply for carboxylation by stomatal and mesophyll
limitations, which is induced primarily by osmotic effects of salt excess in roots
(Deinlein et al., 2014). In addition, salt stress is commonly associated with decreases in
the efficiency of energy uses due to metabolic limitations in photosynthesis (Duarte et
al., 2013) and increases in photorespiration (Kangasjarvi et al., 2012). Consequently,
salinity affects the fine balance between light absorption and photochemistry and the
use of reductive equivalents by the Calvin-Benson cycle reactions (Deinlein et al., 2014)
impairing photosynthesis by stomatal and metabolic limitations (Sudhir and Murthy,
2004).

Plants presenting impairments in the CO, assimilation capacity will commonly
present an unbalance due to the excessive light absorbed, since the Calvin-cycle
reactions are the most important sink for the reducer equivalents produced by the
photochemical reactions in the thylakoids membranes (Chaves et al., 2009). This
harmful condition commonly generates high levels of reduced equivalents in
chloroplasts, which can lead to an overproduction of oxygen reactive species (ROS)
(Goh et al., 2011). ROS in excess commonly affect photosynthesis causing
photoinhibition in both PSIlI and PSI (Miyata et al., 2016; Sejima et al., 2014). In
general, under excess light or low CO, assimilation, PSII is photoinhibited by
impairment in the PSII repair system (Tikkanen et al., 2014; Miyata et al., 2016). Under
such conditions, charge recombination reactions in the inhibited PSII could lead to a
triplet state of P680 which can produce oxygen singlet (Tikkanen and Aro, 2014). In
addition, O, can be photoreduced to superoxide in PSI via Mehler reactions (Asada,
1999). Superoxide deprotonates to H,O, and O, which is catalyzed by superoxide
dismutase (SOD) and the H,O; is rapidly scavenged by ascorbate peroxidase (APX)
(Makino et al., 2002).

The excess of ROS inactivate the elongation factor G for D1 proteins, inhibiting
D1 synthesis with loss of PSII activity (Nishiyama et al., 2011). Furthermore,
superoxide and H,O, react with the electron transfer components in PSI, the Fe-S
cluster, producing hydroxyl radical. The hydroxyl radical reacts with amino groups of



57

PSI proteins, primarily PsaA and PsaB, leading to inactivation of PSI (Tikkanen et al.,
2014). Thus, P700 in the reduced form donates electrons to O,, producing ROS. The
ROS in excess would degrade PSI, and suppress net CO, assimilation (Sejima et al.,
2014). Furthermore, the suppression of the photochemical yield in PSII might also be
caused by the accumulation of reduced plastoquinone (PQ) by the PSI photoinhibition
(Sejimaetal., 2014).

Plants have evolved diverse photoprotective mechanisms to avoid such harmful
conditions of excess light (Derks et al., 2015). The photosynthetic machinery is flexible,
utilizing several mechanisms to prevent the harmful effects of highly reactive
intermediates during the conversion of light into usable forms of energy (Zivcak et al.,
2013). Both linear and cyclic electron flow (CEF) induces a ApH across thylakoids
membranes, which results in the oxidation of P700. The acidification of the luminal side
decreases the oxidation activity of plastoquinol by the Cyt bgf complex (Tikkanen et al.,
2015) inducing NPQ in PSII (Ruban, 2016). Under such conditions, the electron flux in
PSII is down-regulated and the photooxidation rate of P700 exceeds the reduction rate
of P700 (Makino et al., 2002). Thus, PSI photoinhibition itself decreases the
photoreduction of O, to superoxide decreasing the harmful effects of the excess ROS

produced in chloroplasts (Sejima et al., 2014; Zivcak et al., 2015).

Few performed have been done showing the physiological significance of PSI
photoinhibition to plant acclimation to abiotic stresses (Zivcak et al., 2015b). In
addition, the contribution of PSI redox regulation to the protection of the photosynthetic
machinery from ROS is an important question to answer in order to elucidate the
physiological significance of PSI photoinhibition (Sonoike, 2011; Sejima et al., 2014;
Zivcak et al., 2015). The aim of this study was to assess the effects of PSI
photoinhibition on photosynthesis in vivo in Jatropha curcas and Ricinus communis
plants. These species are well adapted to semiarid regions and are potential crops for
biofuel production (Lima Neto et al., 2014). It is the first time, according to our
knowledge, that non-model plants were used to achieve the physiological importance of
PSI regulation to salt acclimation. We hypothesized that maintaining PSI in an oxidized
form, by the regulation of linear and electron flow, is an important photoprotector

mechanisms avoiding ROS excess damage in J. curcas and R. communis plants.
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Material and Methods
Plant material and growth conditions

Seeds of Jatropha curcas (L.) cv. FT2 provided by Fazenda Tamandua
(Brazil) and of Ricinus communis (L.) cv. BRS 149 nordestina provided by EMBRAPA
(Brazil) were previously selected by size and weight and germinated in washed sand.
Fifteen days after germination, the seedlings were transferred to plastic pots (6 L) with
vermiculite and sand (1:1) as substrate. Plants were grown in a greenhouse located in a
semiarid region (3°44°38”°S and 38°34°11"W, 31 m altitude). The environmental
conditions during the experimental period were: average air temperature of 29/24 °C
(maximum/minimum); average air relative humidity of 62%, maximum photosynthetic
photon flux density (PPFD) of 1800 pmol m? s and 12 h photoperiod. Plants were
watered every day with distilled water, until drainage, and every three days with 300
mL of a half-strength nutrient solution (Hoagland and Arnon, 1950) at pH 6.0. For the
salinity treatment, the nutrient solution was supplied with 100 mM NaCl, and the plants
were subjected to this condition for 15 days, a period when stressed plants showed
significant decreases in the effective quantum yield of PSII described below. Both
species were at the same relative development stage with three fully expanded leaves.
Plants cultivated in nutrient solution without NaCl were used as control. Throughout the
experimental period, the leaf gas exchange and chlorophyll a fluorescence were
measured daily between 9:00 and 10:00 h. On the fifty day of salt, full-expanded leaves
were harvested, immersed in liquid N, and stored at -80 °C until biochemical

determinations.

Relative water content, water status, electrolyte leakage, leaf dry matter
and pigment, K" and Na* contents

The leaf fresh matter (FM) of each plant was measured just after harvesting.
The leaf relative water content (RWC) was calculated from fresh, turgid and dry weight
of leaf discs, as previously described (Neto et al., 2014). Dry matter (DM) is the dry
weight determined after 48 h in an oven at 75 °C and the turgid weight was measured
after 6 h of saturation in deionized water at 4 °C in dark condition. The leaf pre-dawn
water potential (\Vy) was evaluated immediately after sampling using the pressure
chamber (3000 Scholander PWSC, ICT international, Armidale, AUS) method

(Scholander, 1960). Measurements of ¥, in J. curcas were taken carefully to avoid any
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problem induced by the possible petiole latex (Maes et al., 2009). The electrolyte
leakage was assessed as described (Lima Neto et al., 2015) and the leaf concentrations
of chlorophyll a, b and total, and carotenoids (Lichtenthaler and Welburn, 1983). The
content of Na* and K* was determined by flame photometry as described elsewhere
(Lima Neto et al., 2015).

Leaf gas exchange, chlorophyll a fluorescence and P700 redox state
measurements

For the assessment of gas exchange and photochemical parameters, plants
were transferred to a growth chamber, with controlled conditions of 29 °C, RH 70% and
PPFD of 700 pmol m™ s™. After one hour of plant acclimation to these conditions, the
measurements were performed in the third full-expanded leaf. Gas exchange was
measured in function of increasing the PPFD and air CO, partial pressure and fitted
according to the models proposed by Lieth and Reynolds, (1987) and Sharkey et al,
(2007), respectively. Pn/PPFD and Pn/CO, curves were measured with a portable
infrared gas analyzer system, equipped with a LED source (IRGA LI-6400XT, LI-COR,
Lincoln, NE, USA). During the measurements, the conditions inside the IRGA chamber
were set to PPFD of 1500 pmol m™ s, air CO, partial pressure of 38 Pa, air vapor
pressure deficit of 1.2 £ 0.5 kPa and air temperature of 28 °C. The amount of blue light
was set to 10% of the PPFD to maximize stomatal aperture (Flexas et al. 2007).
Measuring conditions were in accordance with the optimum ones for photosynthesis of
both species (Lima Neto et al., 2015). From the photosynthetic response curves to PPFD
and CO, partial pressure (C;), we were able to estimate the maximum photosynthetic
rate (Pnmax), day respiration (Rg), the maximum Rubisco carboxylation rate (Vemax),
mesophyll conductance (gm) and the maximum rate of photosynthetic electron transport
driving RuBP regeneration (Jmax)-

In vivo chlorophyll a fluorescence was measured using a Dual-PAM 100
(Walz, Effelrich, Germany). The fluorescence measurements were taken by using the
saturation pulse method (Schreiber et al. 1994) in light- and dark-adapted (30 min)
leaves. The intensity and duration of the saturation light pulse were 8000 pmol m? s*
and 0.7 seconds, respectively. The measurements of chlorophyll fluorescence in light-
adapted samples were taken simultaneously to the measurements of leaf gas exchange,
under the same chamber conditions. The following parameters were assessed: the

maximum quantum efficiency of PSIl [F./Fn=(Fn-Fo)/Fn], the effective quantum



60

efficiency of PSII [YlI=(Fy’-Fs)/Fy’], the non-photochemical quenching [NPQ=(Fn-
Fm’)/Fm’] and the apparent electron transport rate through the photosystem Il
[ETR;=(YIl x PPFD x 0.5 x 0.84)]. To estimate ETRy,, 0.5 was used as the fraction of
excitation energy distributed to PSII, and 0.84 was used as the fraction of incoming
light absorbed by the leaves. The F, and F, are the maximum and minimum
fluorescence of dark-adapted leaves, respectively; Fy,’, Fo” and Fs are the maximum, the
minimum and the steady-state fluorescence in the light-adapted samples (Maxwell and
Johnson, 2000). In order to decompose the components of NPQ, relaxation Kinetics
(Maxwell and Johnson, 2000). In this kinetics the portion that is fast relaxed (NPQf) is
associated with the energy state quenching (gE) and the slower part of the kinetics
(NPQs) is related to the photoinhibitory quenching (ql) (Maxwell and Johnson 2000).

Photochemical activity of PSI was measured under the same conditions
described previously for measurements of PSII activity and leaf gas exchange. The
redox stage of the P700 was also measured using the Dual PAM 100 (Walz, Effelrich,
Germany). The P700 parameters were calculated from the basic parameters P-P700
absorbance at given light intensity; Pm and Pm’ the maximum P700 signal measured
using saturation pulse plus a far-red illumination in dark or light-adapted state
(Klughammer and Schreiber, 1994). The P700 parameters were calculated as follow
(Klughammer and Schreiber, 1994) : effective quantum yield of PSI photochemistry at
given PPFD, Y(D)=(Pm’-P)/Pm ; electron transport rate at PSI (assuming equal
distribution of light energy between PSII and PSI and the leaf absorbance 0.84), ETRI =
Y(I) X PPFD x 0.5 x 0.84; oxidation status of PSI donor side; the fraction of P700 that
is oxidized at given state, P700°/P700=Y(ND)=P/Pm; reduction status of PSI acceptor
side, the fraction of overall P700 that is oxidized in a given state by saturation pulse due
to a lack of electron acceptors, Y(NA)=(Pm-P’m)/Pm. The cycle electron flow (CEF)
was estimated by the ETRI/ETRII ratios (Yamori et al, 2011).

OJIP Measurements and P700" fast kinetics

OJIP measurements were assessed with a Dual-PAM 100 (Walz, Effelrich,
Germany). Leaf samples were illuminated with continuous red actinic light (3,500 pmol
m? s™). The first reliably measured point of the fluorescence transient was at 20 ps,
which was taken as Fo (T6th et al., 2009). The redox changes in P700 were measured
with the same equipment. Absorbance changes were recorded in continuous light on a

millisecond time scale. Dark-adapted plants were exposed to 10 seconds of FR-light. A
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saturation pulse was applied at FR-light. Data were obtained with a time resolution of
50 ps (Klughammer and Schreiber, 1994; Toth et al., 2009).

The normalized P700 kinetics at far-red illumination was monitored in light
adapted leaves (1000 pmol m? s™) for thirty minutes. After illumination time lights
were turned off. Immediately after dark points were saved in a time resolution of 50 ps.
The leaves kept in the dark for 100 ms. Then, the P700 pool was oxidized by far red
(FR) light for 40 s. After that the FR light was turn off and points are saved during 30 s
to follow the re-reduction of P700(Joliot and Joliot, 2006; Zivcak et al., 2014). The PSI
inactivation kinect was performed using the method developed by Sejima et al., (2014)
modified by Zivcak et al., (2015). Leaves were dark-adapted for 20 minutes. Saturation
pulse (300 ms, 15,000 pmol photons m™ s*) was applied every 10 s in the absence of
actinic light for 20 min using simultaneous records of chlorophyll fluorescence and
P700 parameters, as described above. After PSl-inactivation the photoinhibited leaves
were exposed to red light (1000 pmol m? s™) for 20 minutes to start photosynthetic
process and Y(I) and Y(Il) were measured as described above.

Hydrogen peroxide content in leaf segments with P700-inactvated

After the inactivation of P700 in leaf segments the H,O, content was
measured by the Amplex Red oxidation method (Zhou et al., 1997). Leaf segments were
ground with potassium phosphate buffer 100 mM pH 7,5. The crude extract was
centrifuged at 12,000 g for 30min at 4° C, and the supernatant was used to the reaction.
The supernatant was supplemented with 10 mM Amplex-Red and 10 U of horseradish
peroxidase. The production of resorufin was measured in 560 nm. Leaf segments that

have been adapted to the dark 40 minutes and 20 minutes the light were used as control.
Statistical analysis and experimental design

This study was organized in two sets of experiments. The first experiment
was arranged in a completely randomized design in a 2 x 2 factorial (Jatropha curcas
and Ricinus communis x 0 and 100 mM NacCl) and five replicates, each consisting of an
individual plant per pot. Data were analyzed using ANOVA, and the means were

compared using Tukey’s (P<0.05).
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Results and discussion
Stress parameters

In the present study, R. communis and J. curcas plants were exposed to 100 mM
NaCl for consecutive 15 days in order to promote stomatal and metabolic limitations in
photosynthesis (table 1). Salinity promoted significant reduction on the relative water
content and water potential in both species; however, R. communis was more affected in
these parameters than J. curcas (table 1). In contrast, J. curcas displayed higher
membrane damage and lower leaf dry matter under salinity than R. communis compared
to their respective controls. Both species increased the chlorophyll and carotenoids
content under salinity. In addition, chlorophyll a/b ratio was decreased, probably due to
the increase in chlorophyll b as a light scattering mechanism (Ogbaga et al., 2014).
Concerning to inorganic solute content, salt treatment similarly increased the Na+
content in both species (table 1). As expected, the leaf K™ content underwent a decrease
in both species under salinity but R. communis displayed lower K* accumulation (table
1).

It was previously demonstrated that R. communis is strongly dependent of water
supply and susceptible to osmotic effects but is salt — tolerant (Babita et al., 2010; Li et
al., 2010;Lima Neto et al., 2015). However, the decreases in water status displayed by
R. communis were not related to membrane damage, which was more increased in J.
curcas plants exposed to salinity, showing that J. curcas plants were able to relatively
maintain their water status but were more susceptible to salinity than R. communis.
Previous studies with J. curcas have suggested that this species is salt sensitive
exhibiting a leaf Na* exclusion mechanism when the osmotic phase of salt stress is
predominant (Nascimento et al., 2011; Lima Neto et al., 2014).

Photosynthetic efficiency parameters from Py-Ci and Py PPFD curves

Regarding gas exchange efficiency, we assessed Pn-Ci and Py PPFD responses
curves in plants of R. communis and J. curcas under control condition or exposed to 100
mM NaCl for 15 days. The parameters modelled from these curves were affected by salt
treatment in both species (table 2). The maximum photosynthetic rate (Pnmax), the
maximum carboxylation rate of Rubisco (Vcmax) and the maximum electron transport

rate decreased similarly in both species in response to salinity (table 2). Day respiration
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was strongly increased in R. communis plants and decreased in J. curcas under salinity.
These data, is in accordance with Lima Neto et al. (2014), showing that R. communis
display a strongly increase in photorespiration (PR) under salt stress whereas in J.
curcas PR was slightly increased under salinity. The mesophyll conductance decreased
by 33% in R. communis and by 50% in J. curcas exposed to salinity (table 2). The data
presented show that both species displayed metabolical, as decreases in Vcmax, and
mesophyll (gm) restrictions in photosynthesis.

PSII analyses

The potential quantum yield of PSII did not change for the salt stress treatment
applied in both species (Figure 1A). However, the effective quantum vyield of PSII
[Y(1)] and the apparent electron transport rate of PSII were similarly decreased in R.
communis and J. curcas plants exposed to salt stress (Figure 1B-C). The non-
photochemical quenching (NPQ) was increased in both species under salinity (Figure
1D). The data show that possibly the PSII of both species are not photoinhibited, since
Fv/Fm was at control levels. However, a transient modulation of PSII photochemistry
was achieved as a regulation of the electron transport chain to avoid harmful damage of
excess energy. The NPQ is an important mechanism to avoid the excess energy in the
thylakoids membranes of plants presenting CO, assimilation restrictions (Ware et al.,
2014). However, NPQ is composed of different components as ql, qT, qZ and gE
(Carvalho et al., 2015). gE is one of the most important component of the NPQ related
to the dissipation of excess energy as heat, however, the molecular mechanism of this
component and if this component is related to the antenna complex of PSII core still

under elucidation (Johnson et al., 2011).

Order to decompose the components of NPQ and elucidate the importance of gE
dissipating heat as a photoprotector mechanism in R. communis and J. curcas under
salinity we performed a fluorescence relaxation kinetic (Maxwell and Johnson, 2000).
R. communis plants displayed an increase only in the fast relaxation portion of the NPQ
(NPQy¢), with is related with gE, and the slow relaxation portion of the NPQ (NPQs)
with is related with photoinhibition did not change under salinity (Figure 2). In contrast,
J. curcas showed increased in both portions of NPQ (NPf and NPQs), demonstrating
that the increase in NPQ in this species is not completely related with a photoprotection
mechanism. Part of this NPQ is related with a photoinhibited portion of PSII regardless
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the Fv/Fm for this specie (Maxwell and Johnson, 2000). In addition, we performed an
OJIP test to elucidate the possible PSII photoinhibition in both species under salinity
(supplementary figure 1). The OJIP test showed that in R. communis exposed to salt
stress the O-J portion was slower compared with control. In contrast, J. curcas
displayed a chlorophyll raise slowed down of IP phase. However, P inflection did not

change for both species under salinity (supplementary figure 1).

OJIP transient rise reflects, in the first approximation, the successive reduction of
the electron acceptor pool of PSII (Qa, Qs and PQ pool). The inflections represent the
heterogeneity of the process. The OJ rise is the photochemical phase, the inflection “J”
represents the momentary maximum of Qa-, Qa Qs and QA Qg". The inflection “I” may
reflect the concentration of QA'QBZ' and “P” may reflect the peak concentration of Qa-,
Qs® and PQH, (Strasser, 1997;Stirbet and Govindjee, 2011). The data show that the
studied species presented different regulation on the reduction kinect of the electron
acceptor pool of PSII, possibly related to regulation on the donor and acceptor sites of
PSII and PSI (Zivcak et al., 2015a).

P700" redox state analyses

The effective quantum yield of PSI [Y(1)] was strongly decreased in R. communis
plants exposed to salinity while it was slightly decreased in J. curcas plants (Figure
3A). The same trend was found for the electron transport rate of PSI (Figure 3B). The
quantum yield of non-photochemical energy dissipation in donor-side limitation (YND)
did not change under salinity in both species (Figure 3C). However, the quantum yield
of non-photochemical energy dissipation in acceptor-side limitation (YNA) was
strongly increased in R. communis under salinity and did not change in J. curcas (Figure
3D). It was interestingly to notice that J. curcas in control conditions presented higher
Y(NA) compared with R. communis. According to Sejima et al. (2014) a further
increase in Y (NA) reduced the acceptor side of PSI. In other words, salt treatment
caused electrons to accumulate at the acceptor side of PSI, and the efficiency of electron
flow from P700 to the electron acceptor ferredoxin or NADP® was decreased in J.

curcas but not in R. communis.

It was interestingly to note that R. communis increased the P700" pool under
salinity compared to its respective control condition. In contrast, J. curcas displayed a

slightly decrease in P700" under salinity (Figure 3E). It was recently demonstrated that
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the maintenance of P700 in its oxidized state (inactivated) could be an important
mechanism to avoid the overproduction of ROS at PSI level (Sejima et al., 2014; Zivcak
et al., 2015b). One possible explanation to this process an increase in the estimated
cyclic electron flow (CEF) triggered by J. curcas plants exposed to salinity, which was
not triggered in R. communis (Figure 3F). The CEF is an important photoprotection
mechanism, producing ATP to sustain the D1 turnover and increasing ApH to maintain
NPQ (Golding and Johnson, 2003;Zivcak et al., 2013; Yamori et al., 2016). However,

the relative contribution of the CEF to photoprotection has not been elucidated yet.

Order to investigate the redox state of P700 in R. communis and J. curcas plants
exposed to salt it was performed a fast kinetics of P700" (Figure 4). It was clearly
demonstrated that R. communis exposed to salinity revealed a higher P700" state under
the re-reduction in the dark (Figure 4A). In contrast, J. curcas exposed to salinity
displayed a fast re-reduction of P700", probably by the increase in the CEF (Figure 4B).
The step of re-reduction of the kinetics measures the speed with which the electrons
reach the PSI (Toth et al., 2009). These electrons were provided both by OEC and by
CEF. However, as shown in Figure 01 C, the plants of both species under salt stress had
the same amount of ETRII. This suggests that the observed difference in re-reduction of
P700 is related only to CEF.

Corroborating the previous results, it was performed a reduction kinetics of P700
using far-red in dark after the leaves were adapted to light (Figure 5). In dark
conditions, P700 pool was reduced and with the far-red exposition, P700 became
oxidized. R. communis showed a higher oxidized P700 compared to its control (Figure
5A). In contrast, J. curcas displayed slight differences on the far-red exposition kinetics
(Figure 5B). The data presented revealed that under dark conditions, with no excitation
of PSII, the electrons that reduce the PSI only come from the cyclic electron flow
(Zivcak et al, 2014). Surprisingly, Ricinus communis is the most tolerant species to salt
stress. It has been shown that increased rates of cyclic electron flow around PSI leads to
the photooxidizable P700 content by inducing a ApH across thylakoid membranes
(Msilini et al 2013, Sejima et al 2014, Takagi et al, 2016).

The decrease of the CEF in Ricinus communis in salt stress was also confirmed by
the use of an inhibitor the linear flow of electrons, DCMU (Table S1). Leaf segments
infiltrated with 300 mM sorbitol maintained their ETRII. However, when leaves were
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infiltrated with DCMU, the entire linear flow of electrons was inhibited as shown by the
drop of ETRII to zero. Even under these conditions, the flow of some electrons of ETRI
was kept through the CEF. All results together suggest that in fact there was a decrease

in the CEF in Ricinus communis under salt stress.

The results make it clear that CEF was inhibited; yet, the P700 was
photooxidized. It has been suggested that the oxidation of P700 pool would be a
mechanism to avoid PSI photoinhibition. To assess whether the oxidation of P700 in
Ricinus communis is a fact or an artifact it was used the methodology to induce
photoinhibition of PSI proposed by Sejima et al. 2014 (rSP). As expected the plants
under salt stress revealed a more oxidized P700 at the beginning of treatment (Figure
6A). During treatment with SP in Ricinus communis plants, both treatments (salt and
control) had their P700 pools reduced. The control plants P700 oxidized pool was
reduced by approximately 60%. However, P700 pool in Ricinus communis plants
treated with salinity fell by only 45%. The plants in both treatments showed a decrease
in the quantum yield of PSII of approximately 25% (Figure 6B) which is consistent with
the data found by Sejima and colleagues (2014). This suggests in fact that the plants

exposed to salt stress are more tolerant to PSI photoinhibition.

On the other hand, rSP promotes PSI photoinhibition and induces an increase in
the H,O, concentration in both treatments (control and salt). However, the accumulation
of H,O, was about three times greater in plants exposed to salinity stress and rSP
simultaneously compared to solely photoinhibited plants (Figure 7). Only the salt stress
was not able to induce H,O, accumulation. However, Takagi et al. (2016) showed that
the removal of singlet oxygen (*O,) reduces photoinhibition PSI in isolated thylakoids
of spinach and inactivation of SOD and APX enzymes did not affect this response,

which may suggest that hydrogen peroxide is not so important to PSI photoinhibition.

This work is just an early study to understand the relevance of the mechanisms
that prevent photoinhibition of PSI in vivo and the possible relevance of PSI
photoinhibition in plants. We suggest that the regulation of CEF in salt stress in
Jatropha curcas and Ricinus communis was important. on the other hand in Ricinus
communis the CEF was not as alternative electron pathways to increase ApH as
suggested by other authors. The NPQ was increased but it is also not promoted by the

CEF. In Ricinus communis the decreased in CEF probably promoted the other
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alternative electron skin avoided PSI photoinhibition. However, more studies are

needed.
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Table 1 — Relative water content (RWC); Water potential (V,,), membrane damage, leaf dry
matter (DM), photosynthetic pigments in leaves of Ricinus communis and Jatropha curcas
plants subjected to 15 days of 100 mM NaCl. Capital letters represents means among
treatments for the same species and lower case letters among species for the same treatment,
by Tukey’s test (P<0.05).

Ricinus communis Jatropha curcas

Control Salt Control Salt
RWC* 80 Aa 68 Ba 75 Aa 70Ba
Yw** -0.52Bb -1.91Aa -0.69Ba -1.94Aa
Membrane Damage* 31 Aa 36 Ab 25Bb 54 Aa
Leaf DM*** 423Aa 3.35Ba 3.92Aa 1.85Bb
Chlorophyll*** 6.52Bb 7.73Ab 8.62Aa 9.24Aa
Chlorophyll a/b*** 2.08Ba 1.11Aa 1.87Bb 1.07Ba
Carotenoids**** 0.36Ba 1.29Aa 0.48Ba 1.42Aa
Na* 72 Ba 320 Ab 85 Ba 400 Aa
K* 238 Ab 127 Bb 410 Aa 297 Ba

*(%) **(MPa)***(g/plant)****(mg/g DM) +(mmol/Kg DM)

Padronizar pigmentos por area foliar.

Table 2 - Parameters calculated from the Py- PPFD and Py — C; curves. Pyma; is the maximum
CO, assimilation rate; Ry is the day respiration; V.n.x is the maximum carboxylation rate of
Rubisco and Jnax is the maximum photosynthetic electron transport rate and gm is the
mesophyll conductance in R. communis and J. curcas plants subjected to 15 days of 100 mM
NaCl. Capital letters represents different means among treatments for the same species and
lower case letters among species for the same treatment, by Tukey’s test(p<0.05).

R. communis J. curcas
control salt control Salt
Primax 25.02Aa 7.63Ba 22.94Ab 8.01Ba
Ry 1.88Bb 3.64Aa 3.37Aa 1.26Bb
Vemax 116Aa 17Bb 106Ab 28Ba
Tnax 122Aa 44Ba 109Ab 65Bb
g,,,” 0.08Aa 0.06Ba 0.04Ab 0.02Bb

*(umol m™ s™) **(mol m?s™)
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Table S1 — Eletron transport rate (ETR) in Ricinus communis and Jatropha curcas leaf segments
infiltrated with Sorbitol 300 mM or DCMU

Ricinus communis Jatropha curcas
ETRII ETRI ETRII ETRI
Mock-Control 50+2.5Ab 100+10Aa 754 Ab 95+ 9 Aa
Mock-Salt 25+1.5Ba 40+3Bb 25+3Ba 78 +9 Aa

DCMU-Control 0 Aa 8+0.5Aa 0 Aa 5,17+0.5Ba

DCMU-Salt 0 Aa 4 +0.8Ba 0 Aa 5,13+ 0.5 Aa

Figure 1 — Potential quantum yield of PSII (A); Effective quantum yield of PSII (B); electron transport
rate of PSII (C); non-photochemical quenching (D) in leaves of R. communis and J. curcas exposed to salt
stress (NaCl 100 mM) or control for 15 days. Data points represent the means of five replicates +- SD.
Capital letters represents different means among treatments for the same species and lower case letters
among species for the same treatment, by Tukey’s test (P<0.05).
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Figure 2 —Fast- and slow-relaxing components of NPQ (NPQf and NPQs, respectively) in leaves of R.
communis and J. curcas subject or not to salt treatment. Measurements were carried out 15 days after
initiating salt treatment. Data points represent the means +- SD of at least five replicates. Capital letters
represents different means among treatments for the same species and lower case letters among species
for the same treatment, by Tukey’s test (P<0.05).
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Figure S1- Fast Chl a fluorescence transients (OJIP curves) of untreated and salt-treated Ricinus
communis (A) and J. curcas (B) plants measured at 3,500 pmol.m™s photon flux density. A.U.,
Arbitrary units.
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Figure 3 - Actual quantum yield of PS I (A); electron transport rate of PSI (B); quantum yield of non-

photochemical energy dissipation in donor-side limitation (C); quantum yield of non-photochemical

energy dissipation in acceptor-side limitation (D); oxidation at P700 maximum; (E); and ETRI/ETRII

ratio (F) in leafs of Ricinus communis and J.curcas control or salt (100 mM). Data points represent the
means of five replicates +- SD. Capital letters represents different means among treatments for the same
species and lower case letters among species for the same treatment, by Tukey’s test (P<0.05).
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Figure 4- The normalized P700 Kinects (P700*/P700 total) displayed in regular time scale. The records
were done in leaves of non-stress and salt-stress of Ricinus communis (A) and J. curcas (B). Data points

represent the means of sixteen replicates.
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Figure 5- The normalized P700 kinects at far-red light illumination in light-adapted leaves of non-stress
and salt-stress of of Ricinus communis (A) and J. curcas (B). Data points represent the means of sixteen

replicates.
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Figure 6:SP treatment in Ricinus communis control and salt stress. Decrease of quantum yield during
exposure saturation saturation pulses in the dark (SP applied every 10 seconds for a period of 20

minutes). (A) PSI (B) PSII. Six repetitions were used).
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Figure 7: Hydrogen peroxide concentration in fotoinibidas sheets (PSI inhibited) and non-fotoinibidas
(PSI works) Ricinus communis grown in control conditions or in 100 mM NaCl after 20 minutes of
induction light (1000 umol.m'z. s-l). Capital letters refer to comparisons between plants in the same
treatment (control or salt). Lowercase letters are for plants with the same state of PSI (photoinhibited or

non-photoinhibited).
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A literatura descreve que plantas de Ricinus communis e Jatropha curcas diferem em
suas estratégias sobrevivéncia frente aos estresses abiodticos. O capitulo Il apresentou
um conjunto de evidencias que reforca essa afirmativa. No entanto, diversos estresses
abidticos possuem caracteristicas comuns. Luz, seca e salinidade s&o estresses capazes
de provocar um desbhalanco entre sintese de poder redutor (ATP/NADPH) e seu
consumo (ciclo de Calvin). O capitulo anterior utilizou o estresse salino apenas como
uma maneira de afetar o balango entre a sintese e 0 consumo de energia quimica obtida
na fotossintese. A regulacdo fotoquimica dessas plantas para atingir uma nova
homeostase e evitar a fotoinibicdo do PSI foi o foco de estudo no capitulo Il. Os
resultados apresentados pelo PSII e NPQ apresentado por ambas as espécies foram
condizentes com outros resultados apresentados pela literatura. Entretanto ao analisar o
PSI, o resultado obtido diferiu um pouco do que tem sido postulado. Trabalhos
anteriores que comparam a Ricinus communis e Jatropha curcas sugerem que a Ricinus
communis € mais tolerante ao estresse salino. Por outro lado, ao estimar o fluxo ciclico
de elétrons pela razdo entre os ETRs dos fotossistemas, apenas a Jatropha curcas
aumentou o CEF. A equacdo aplicada sugeriu que a Ricinus communis reduziu o CEF
frente ao estresse salino. O CEF é considerado um dreno de energia do PSI porque ele
seria uma fonte de ApH e for¢ca préton motriz, o que ativa outros mecanismos
fotoprotetores como o NPQ. Outras metodologias foram empregadas para confirmar a
queda de CEF em plantas estressadas de Ricinus communis. A inibi¢cdo do LEF e as
cinéticas de NIR forneceram respostas que se assemelham ao que foi encontrado pela
razdo dos ETRs. Curiosamente, as plantas Ricinus communis se beneficiou do
decréscimo do CEF. Apenas a Ricinus communis foi capaz manter o pool de P700"
frente ao estresse 0 que é uma caracteristica desejavel para a sobrevivéncia das plantas.
No entanto, devido a complexidade das respostas, ndo se pode atribuir todas as repostas
a limitacdo no ciclo de Calvin. Em virtude dessa dificuldade, outro estresse ambiental
foi utilizado com o objetivo de promover a limitagdo no ciclo de Calvin. No capitulo 111,
0 estresse de deficiéncia hidrica sera usado com a premissa de que seu efeito sera
promover um desbalango entre poder redutor gerado e assimilado.



Capitulo 11l — Impairment in CO, assimilation
Induced by water deficit mitigates PSI
photoinhibition in Ricinus communis
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RESUMO

Plantas sdo organismos sésseis que tém de lidar com redundantes condi¢es ambientais
adversas como seca e salinidade. Esses estresses geram um desbalanco entre o poder
redutor gerado pela fase redutora da fotossintese e o consumo pela fase oxidativa. Desse
modo, intensidades de luz consideradas baixas podem promover a producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Essas ROS causam danos aos fotossistemas que ao longo
do tempo podem acarretar um fendmeno conhecido como fotoinibicdo. Ambos o0s
fotossistemas podem ser afetados pela fotoinibi¢do. Entretanto, in vivo o PSII é mais
facil de estudar e aparenta ser mais sensivel do que o PSI. Consequentemente o PSII foi
intensamente estudado nas ultimas décadas. Por outro lado, ao contrario da fotoinibicéo
do PSII, a fotoinibicdo PSI € irreversivel. Além disso, in vitro, o PSI apresenta — se
muito mais sensivel do que o PSII, o que sugere as plantas in vivo priorizam manter o
PSI funcional em detrimento do PSII. Apesar de ter se passado mais de meio século
desde a primeira definicdo de fotoinibicdo, pouco se conhece sobre quais mecanismos
as plantas utilizam para evitar que o PSI seja inativado in vivo quando em situagdes
estressantes como a deficiéncia hidrica. Recentemente, foi desenvolvida uma
metodologia que permite causar fotoinibicdo apenas ao PSI e como consequéncia todas
as respostas podem ser atribuidas apenas a inibicdo deste. Plantas de Ricinus communis
bem irrigadas e em deficiéncia hidrica foram submetidas ao tratamento de fotoinibicé&o.
Os resultados foram similares ao que foi previamente encontrado pela exposicdo a
salinidade. As plantas estressadas apenas pela salinidade decresceram o fluxo ciclico de
elétrons, mas devido a inducdo do NPQ é provavel que a forca préton motriz dessas
plantas tenha aumentado. Apds o tratamento de fotoinibicdo do PSI, as plantas bem
hidratadas se mostraram mais suscetiveis ao tratamento de fotoinibicdo do que as
plantas adaptadas a deficiéncia hidrica embora as plantas sob bem hidratadas tenham
produzido menos ROS. Em conclusdo, o trabalho sugere que plantas de Ricinus
communis expostas a um estresse que limite o ciclo de Calvin irdo inibir o CEF, mas
que provavelmente existe outro mecanismo capaz de aumentar o pmf e
consequentemente sequestrar elétrons do P700. Como resultado, as plantas de Ricinus
communis adaptadas a esses estresses estdo mais aptas a responder a fotoinibic¢éo do PSI

do que plantas em condicdes ditas dtimas.

Palavras-chaves: Fluxo ciclico de elétrons, ciclo de Calvin, Poder redutor, pool de
P700.
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ABSTRACT

Plants are sessile organisms that have to deal with several adverse environmental
conditions such as drought and salinity. These stresses generate an imbalance between
the reducing power generated by reducing phase of photosynthesis and the consumption
by oxidative phase. Thus light intensities considered low can promote the production of
reactive oxygen species (ROS). ROS damage photosystems which over time can cause a
phenomenon known as photoinhibition. Both photosystems may be affected by
photoinhibition. However, in vivo, PSII is easier to study and appears to be more
sensitive than PSI. Consequently PSII has been intensively studied in the last decades.
Unlike the photoinhibition of PSII, the photoinhibition of PSI is irreversible. Moreover,
in vitro, PSI revealed to be much more sensitive than PSII, suggesting that plants in
vivo conditions maintain functional PSI priority over the PSII one. Despite more than
half a century having gone by since the first definition of photoinhibition, little is known
about mechanisms that plants use to prevent the inactivation of PSI in vivo when in
stressful situations such as drought stress. Recently, it was developed a methodology
that induces photoinhibition of PSI and as a result all the answers can only be attributed
to that inhibition. Ricinus communis well-watered plants and under water stress were
submitted to the treatment of photoinhibition. The results were similar to what was
previously found by exposure to salinity. The plants from the salinity treatment
underwent a decrease of the cyclic electron flow, but due to induction of NPQ it is
likely that the driving force proton of these plants has increased. After treatment of PSI
photoinhibition, well-hydrated plants were more susceptible to photoinhibition
treatment than plants adapted to water stress although well hydrated plants produced
less ROS. In conclusion, the study suggests that Ricinus communis plants exposed to a
stress that restricts the Calvin cycle will inhibit the cyclic electron transport (CET), but
there is probably another mechanism that increases pmf and consequently steals P700
electrons. In consequence, Ricinus communis plants adapted to these stresses are more

capable of responding to PSI photoinhibition than plants in said optimal conditions.

Keywords: Cyclic electron transport, Calvin cycle, reducing power, P700 pool.
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1. INTRODUCAO

A fotossintese explora a energia da luz proveniente do Sol para sustentar
seu préprio metabolismo (LI et al., 2009). Entretanto, para que a fotossintese aerobica
seja possivel alguns componentes da cadeia transportadora de elétrons (CTE) tém de
operar em potenciais redox extremos (NELSON; JUNGE, 2015). Consequentemente, as
proteinas que operam nesses extremos sdo propensas a serem danificas por formacao de
radicais livres (ROS) ou por quebra das pontes de hidrogénio (NELSON; JUNGE,
2015). Concomitantemente, a producdo de ROS na CTE é abundante mesmo em
condicdes Otimas (FOYER et al., 2015). Todas as ROS sdo extremamente perigosas ao
organismo quando em excesso, de modo que sua atuacdo como molécula sinalizadora
ou como um indutor de dano depende do delicado equilibrio entre sua producéo e sua
remogdo (SHARMA et al, 2012). Em condi¢es controladas os antioxidantes
enzimaticos e ndo — enzimaticos removem o excesso de ROS de maneira eficiente
(NOCTOR; FOYER, 1998). Todavia, condi¢des que limitam a dissipacdo de energia
pelo ciclo de Calvin — Benson (incluindo deficiéncia hidrica, salinidade, baixas
temperaturas e acumulo de metais pesados) podem induzir a producdo de ROS de modo
a causar danos aos centros de reacdo (RC) dos fotossistemas (PS) (fenébmeno conhecido
como fotodano) (SHARMA et al.,, 2012). Em casos onde o0s estresses abioticos se

prolongam muito o fotodano pode levar a fotoinibicdo (TAKAHASHI et al., 2009).

A fotoinibicdlo € um fendmeno complexo cuja definicdo tem sido
aperfeicoada ao longo do tempo. Kok (1956) definiu a fotoinibicdo como sendo uma
reducdo na eficiéncia do uso da luz pelo aparato fotossintético. Ao longo da década de
70, estudos focados em bioquimica, ecofisiologia e genética avaliaram a interacdo entre
0 aparato fotossintético e os estresses abidticos e bidticos, o que proporcionou um
avanco significativo na compreensdo do processo de fotoinibicdo (OSMOND;
FORSTER, 2006). Até recentemente, fotoinibicdo foi conceituada como uma inibigédo
na atividade do PSII, fendbmeno este que ocorreria devido ao desequilibrio entre o
fotodano ao PSII e a taxa de reparo do mesmo (TAKAHASHI; MURATA, 2008).
Ambos os fendbmenos sdo afetados por estresses abioticos como seca e salinidade
(TAKAHASHI; MURATA, 2008). Esses estresses levam a reducdo excessiva da
quinona A (Qa), 0 aceptor primario do PSII, promovendo a recombinacdo de cargas e
acarretando a formacdo de oxigénio tripleto (*O,) que por sua vez, degrada a proteina

D1 (TAKAGI et al., 2016). Além do aumento de oxigénio tripleto induzir o dano a
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proteina D1, o estresse abiotico como deficiéncia hidrica, salinidade e excesso de luz
também induz a formagdo de peroxido de hidrogénio (H,02) inibe a sintese de novo
desta proteina e culmina na fotoinibicéo do PSII (EJIMA et al., 2012).

Por outro lado, Satoh e colaboradores (1970 a, b) mostraram que in vitro a
luz pode inibir ambos os fotossistemas. Além disso, nos anos 90, um grupo de pesquisa
japonés publicou uma sequéncia de artigos mostrando que o PSI poderia ser inibido,
que a fotoinibicdo do PSI in vitro pode ocorrer sem que o PSII seja fotoinibido e que os
efeitos da fotoinibicdo do PSI eram significativos sob estresse de baixas temperaturas
(TERASHIMA et al., 1994; SONOIKE; TERASHIMA, 1994; SONOIKE, 1996).
Todavia, a fotoinibicdo do PSI recebeu menos atencdo que a fotoinibicdo do PSII
devido a uma série de fatores como a limitada combinacdo entre a espécie vegetal e a
condicdo ambiental na qual o fenémeno poderia ocorrer, o aspecto ndo-regulatério da
fotoinibicdo do PSI e as dificuldades metodoldgica de determinar com acuracia a
atividade do PSI sob condicGes de estresse (SONOIKE, 2011). Além disso, mesmo com
as evidencias fornecidas pelo grupo de Sonoike, a atividade do PSII é considerada um
pré-requisito para que ocorra a fotoinibi¢do do PSI, como esquematizado na Figura 01,
seta 1. Curiosamente, o oposto ndo é verdade. Manter o PSI ativo favorece a
recuperacdo da fotoinibicdo do PSII, pois o fluxo ciclico de elétrons dependente do PSI
pode continuar a sintese de ATP e dessa maneira favorecer a sintese de novo da D1
(Figura 1, seta 2) (SONOIKE, 2011; FOYER et al., 2012). Quando o PSI é inibido a
sintese de ATP ¢é inibida. Como a sintese e 0 reparo da proteina D1 precisa de um
continuo fornecimento de energia na forma de ATP, a fotoinibicdo do PSI pode causar a
fotoinibicdo do PSII (SONOIKE, 2011). Desse modo, é plausivel supor que o ciclo de
fotoinibicdo e reparo do PSIlI é um mecanismo fotoprotetor que evita um dano
irreversivel ao PSI (TIKKANEN et al., 2014).
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Figura 01 - Diagrama esquematico da relacdo entre o PSI e o PSII sobre fotoinibicdo. (1) O
PSII ativo induz a fotoinibicdo do PSI através da pressdo gerada pelo transporte de elétrons. (2)
O PSI ativo favorece a recuperacdo do PSII fotoinibido pelo fornecimento de ATP para o
turnover da proteina D1. (3) A fotoinibicdo do PSI favorece a fotoinibicdo do PSII por
promover a super-reducdo do pool de plastoquinonas.

PS]| Active PS@
(1 (@)

(PS1) e (Psi)

Fonte: SONOIKE, 2011.

(3)

O processo de fotoinibicdo do PSI, no entanto, é diferente daquele do PSII.
Recentemente, Takagi et al. (2016) mostraram que nos estagios iniciais da fotoinibicao
do PSI ocorre uma reducdo do lado aceptor de elétrons, mas ndo ha degradacdo das
subunidades do PSI (proteinas PsaA e PsaB) embora o conteudo de clorofila tenha
diminuido. Entretanto, os centros Fe — S reduzidos podem converter o peroxido de
hidrogénio (H,O) em radical hidroxil (*OH"), o que imediatamente destroi 0s centros
Fe — S (SONOIKE et al., 1997). A quebra do centro Fe — S gera uma modificacdo
conformacional no complexo do PSI permitindo a degradacdo de PsaB por uma
protease do tipo serina (SONOIKE et al, 1997). Apesar de limitada a condicOes
ambientais especificas, a fotoinibi¢cdo do PSI tem consequéncias mais severas do que a
fotoinibicdo do PSII (ZIVCAK et al., 2015). Os componentes do PSI ndo tém taxas de
turnover téo altas quanto o da proteina D1, e a recuperacdo das subunidades do RC do
PSI demandam muito tempo se comparada as do RC do PSII (SONOIKE et al., 2011).
Zivcak e coloaboradores (2015) induziram a fotoinibicdo em plantas de trigo por meio
de pulsos de saturagcdo repetidos (rSP) em um curto intervalo de tempo. Nesse

experimento, o PSII se recuperou completamente sua atividade ap6s dois dias apos o
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tratamento; em contraste, 0 PSI ndo recuperou sua atividade inicial mesmo doze dias

apos o tratamento.

E importante notar que a fotoinibicdo do PSI in vivo depende de dois
fatores: a atividade do PSII e a presenca de oxigénio (SEJIMA et al., 2014). Todavia, in
vitro a fotoinibicdo do PSI ocorre a temperatura ambiente bem como em baixas
temperaturas e esse fendmeno independe da tolerancia da espécie ao frio (SONOIKE et
al., 2011). Outro dado importante fornecido por Sonoike (1995) é o fato de baixas
intensidades luminosas serem capazes de causar a fotoinibi¢do de cloroplastos isolados
tanto em espinafre como em pepino. Esses dados sugerem que o PSI é naturalmente
sensivel a fotoinibicdo, mas possivelmente existem vias fotoprotetoras in vivo as quais
provavelmente sdo bloqueadas em baixas temperaturas. No entanto, essas rotas

fotoprotetoras ainda n&o séo conhecidas (SONOIKE et al., 2011).

Apesar da literatura apresentar bons exemplos de que a fotoinibicdo do PSI
existe in vivo, de que este fenbmeno é mais perigoso do que a fotoinibi¢do no PSII e do
mecanismo béasico ser compreendido, ainda restam algumas lacunas com relacdo a
elucidar o papel fisiologico da fotoinibicdo do PSI (SEJIMA et al., 2014). No entanto,
estudar a fotoinibicdo do PSI é um processo dificil. Todavia, Sejima et al. (2014)
propuseram uma metodologia para fotoinibir baseada na aplicagdo de pulsos de
saturacdo (SP) de 300 ms de duracdo em intervalos de 10 segundos durante algumas
horas. Uma consideravel parte do pool de PSI é afetado sem lesar significativamente o
PSII. Essa metodologia foi posteriormente adaptada por Zivcak e colaboradores (2015),
de modo que os pesquisadores obtiveram sucesso em fotoinibir o PSI de plantas de trigo
em 15 minutos de exposi¢cdo. Esse método de fotoinativacdo do PSI por SP excede a
ocorréncia natural de intensidade luminosa, por isso ndo se pode através dela simular o
que realmente aconteceria em uma condi¢do natural. Por outro lado, todas as mudancas
observadas ap0s o tratamento com SP podem ser atribuidas unicamente aos efeitos da

fotoinibicdo do PSI quase sem interferéncias indesejaveis (ZIVCAK et al., 2015).

Estudos realizados com Ricinus communis mostraram que quando essa
planta cresce em substrato inerte (vermiculita e areia na proporc¢ao 1:1) o estresse salino
pode inibir o fluxo ciclico de elétrons (CEF), o que promove uma maior oxidagdo no
pool de P700 (dados nédo publicados). Uma caracteristica comum na fotoinibi¢&o do PSI
é a reducédo do lado aceptor de elétrons do PSI, que leva a uma perda do potencial de
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oxidagdo do P700 (SONOIKE, 2011; SEJIMA et al., 2014; ZIVCAK et al., 2015;
TAKAGI et al., 2016). Desse modo foram levantadas 2 hipoteses:

1. A resposta do CEF é relacionada ao fechamento estomético, entdo a
deficiéncia hidrica de maneira similar salinidade (como foi mostrado
no capitulo anterior) que tenham como efeito principal a limitacdo na

assimilacdo de CO, também podem promover uma resposta similar;

2. Ao contrario do que € proposto pela literatura, a resisténcia a
fotoinibicdo do PSI ndo é ligada ao CEF em si, mas a inducdo de
drenos alternativo que talvez gerem um aumento na forca motriz de

prétons.

O presente estudo avalia as duas hipdteses fazendo uso de abordagens
biofisicas aplicadas a fisiologia vegetal como fluorescéncia da clorofila a e absorbancia
do P700, assim como a mensuracdo do peroxido de hidrogénio. Os resultados obtidos
sugerem que plantas de Ricinus communis em estresse abidtico ativam mecanismos de
resposta a fotoinibicdo do PSI. Essa conclusdo é plausivel uma vez que na natureza os

estresses ambientais ocorrem simultaneamente.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Material Vegetal e Condic¢6es de Crescimento

Sementes de Ricinus communis (L.) cultivar BR149 nordestina, fornecidas
pela EMBRAPA, Brasil, foram empregadas neste estudo. As sementes foram
previamente selecionadas por forma e tamanho e foram germinadas em areia. Quinze
dias depois da germinacgdo, as plantas foram transferidas para potes plésticos de 3 L
contendo uma mistura de vermiculita e areia (1:1). Durante as duas primeiras semanas
depois do transplantio, a cada trés dias foi adicionada ao substrato a solugédo nutritiva de
Hoagland e Arnon (1950) diluida quatro vezes com pH ajustado para 6,0 £ 0,5. ApGs
esse periodo, a solucdo de Hoagland e Arnon passou a ser diluida duas vezes e
continuou a ser adicionada ao substrato a cada trés dias. O substrato foi mantido a 80 %
da capacidade de campo. As plantas cresceram em condi¢fes naturais em casa de
vegetacdo situada na regido do semi-arido nordestino, na cidade de Fortaleza, Brasil
(3°44°38’’S and 38°34°11”°W, 31 m altitude). Com 45 dias apos o transplantio iniciou —

se 0 estresse.
2.2 Dano de Membrana

O dano de membrana foi mensurado com base no vazamento de
eletrolitos baseado em Cavalcanti et al. (2003). Ao final dos experimentos, as mesmas
folhas utilizadas para trocas gasosas foram usadas para a determinacdo do dano de
membrana. Dez discos foliares, com diametro de 5 mm cada, foram pesados e
transferidos para tubos rosqueaveis contendo quinze mL de agua destilada. Esses tubos
ficaram em agitacdo constante durante 24 horas. Ao fim desse periodo, a condutividade
elétrica da &gua foi mensurada por um condutivimetro que forneceu a condutividade
inicial (Ca4n). Os tubos contendo os discos foliares foram entdo aquecidos a 100° C por
uma hora em banho — maria. O aquecimento rompeu as membranas e liberou todos os
eletrolitos contidos nas células. Os tubos foram retirados do banho-maria e foram
deixados em repouso até que a temperatura deles chegasse a 25° C. A condutividade
elétrica foi novamente mensurada, permitindo mensurar-se a condutividade total (Caip).

O dano de membrana foi calculado pela formula:

DM = (C24h / CAlh) *100
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2.3 Aplicacao do estresse de deficiéncia hidrica

De modo semelhante ao tratamento de estresse salino, as plantas de
Ricinus communis com 45 dias foram divididas em dois grupos. Uma semana antes do
inicio do tratamento as plantas foram transferidas para uma camara de crescimento
controlado (Fitotron, 800 pmol.m™.s™, temperatura variando entre 24°-27°C, umidade
controlada em 60%). O experimento foi realizado em camara de crescimento
controlado, o Fitotron. As plantas controle continuaram tendo a capacidade de campo
ajustada em 80% por todo o periodo de tratamento. As plantas em tratamento de
deficiéncia hidrica tiveram a rega suspensa por 6 dias, momento no qual as plantas em
seca apresentaram 10% da abertura estomatica em relacéo as plantas controle. As nove
horas da manh& foram mensurados os parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da
clorofila A e absorbancia do P700 e cinéticas no Near Infra-Red (NIR) na primeira
folha completamente expandida. Em seguida, o PSI dessas plantas foi inibido pelo
método de SP (SEJIMA et al., 2014; ZIVCAK et al., 2015). Ap6s o periodo de inducéo
da fotoinibicdo, a area da folha fotoinibida foi adaptada ao claro por 20 minutos a 1000
pmol féton . m?. s, Imediatamente ap6s a inducdo por luz, &rea foliar fotoinibida foi
coletada, pesada e entdo se procedeu a extracdo do conteldo de H,O, por meio do

método de Amplex Red.
2.4 Medidas de Trocas gasosas

As trocas gasosas foram monitoradas para determinar 0 momento em que
a abertura estomatica das plantas sobre estresse hidrico chegasse a 10% da abertura das
plantas na condicdo controle. A primeira folha completamente expandida foi
selecionada para mensurar as trocas gasosas porque em algumas plantas as folhas mais
velhas estavam em processo de senescéncia. O aparelho empregado para estimar as
trocas gasosas foi o Infra Red Gas Analizer (IRGA LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE,
USA). O aparelho emite uma luz vermelha com 10% de luz azul (para estimular a
abertura estomatica) e detecta sinais no infravermelho que permite detectar
heterodtomos como o0 CO; e a H,O. Por essa razdo gases como 0 0xigénio e o nitrogénio
que estdo em maior concentragdo na atmosfera ndo atrapalham as medidas. O aparelho
quantificou a taxa de assimilacdo de CO, (Py), condutancia estomatica (Gs), pressao
interna de CO; e transpiracéo (E) (LIETH; REYNOLDS, 1987).
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2.5 Mensuracdes de fluorescéncia da Chl a e absorbancia do P700

A fluorescéncia da clorofila A e o estado redox do P700 foram mensuradas
in vivo simultaneamente através do Dual PAM 100 (Walz, Effelrich, Alemanha). Os
pardmetros de fluorescéncia e absorb&ncia do P700 foram mensurados usando o método
do pulso de saturacdo (KLUGAMMER; SCHREIBER,1994) em folhas adaptadas ao
escuro por 30 minutos; no entanto os parametros serdo descritos separadamente. O
aparelho utiliza uma luz de mensuracdo modulada (que ndo existe na natureza) para
medir a fluorescéncia. Ao ligar a luz modular o aparelho detecta o Fo — Fluorescéncia
minima. O primeiro pulso de saturacdo foi aplicado com a folha ainda adaptada ao
escuro e forneceu Fm — Fluorescéncia maxima — no escuro. Em seguida foi fornecida
uma luz actinica (1000 pmol.m?.s™ ‘photosynthetic photon flux density’ (PPFD))
durante 20 minutos. A cada 2 minutos um novo pulso de saturacdo foi aplicado com o
intuito de mensurar a eficiéncia do PSII naquele momento. Na presenca da luz, cada
pulso de saturagdo nos forneceu um Fm’ ¢ Fo’, fluorescéncia maxima e fluorescéncia
minima no claro, respectivamente. Com os parametros mensurados foram calculados: o
rendimento quantico potencial do PSII [Fv/Fm=(Fm-Fo)/Fm]; o rendimento quantico
efetivo do PSIl [Y(I)=(Fm-Fs)/Fm’] mensurado; 0 quenching néo-fotoquimico
[NPQ=(Fm-Fm’)/Fm’] ¢ o transporte linear de elétron do PSII [ETRII=Y(II) x PPFD x
0,5 x 0,84] (ZIVCAK et al., 2014). Para a mensuracdo do ETR foi assumido que
ocorreu uma absorgéo igual de luz pelos fotossistemas, logo PSII recebeu 50% da luz
que chegou ao cloroplasto (valor 0.5) (BAKER, 2008). Também foi considerado que o
valor médio de absorcdo da folha foi 0.84 (BAKER, 2008).

Apdbs o primeiro pulso de satura¢do no escuro, utilizado para mensurar a
fluorescéncia da clorofila A, foi fornecida uma luz vermelho-distante (FR). O FR
oxidou o pool P700. Ao aplicar um novo pulso de saturagdo em presenca de FR foi
possivel mensurar o Pm — sinal méaximo de P700 (P700 totalmente oxidado).
Posteriormente, quando a luz € ligada, o pulso de saturacdo aplicado a cada 2 minutos
ird fornecer o Pm’ (parametro ¢ definido em analogia ao Fm’, ou seja, o pool de P700
oxidado na luz). P- absorbancia a dada intensidade. Esses valores permitiram calcular
parametros que estimam o estado redox do pool de P700. Seguindo Klughammer e
Schreiber (1994) foram calculados: eficiéncia quantica defetiva do PSI em determinado
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PAR, Y(1)=Ypsi =(P’n-P)/Pn ; taxa de transporte de elétrons do PSI, ETRI = Ypg X
PAR X 0,5 X 0,84. O fluxo ciclico de elétrons (CEF) foi estimado pelo valor de ETR
I/ETR Il (YAMORI et al., 2011).

2.6 Cinéticas do P700

O fluxo de elétrons no PSI foi avaliado também por meio de cinéticas
fornecendo — se uma luz actinica com comprimento de onda proximo ao infravermelho
(Near Infra-Red ou NIR na sigla em inglés), realizadas através do Dual PAM 100
(Walz, Effelrich, Alemanha). Plantas de Ricinus communis foram adaptadas ao claro (20
minutos de luz actinica a 1000 pmol.m?2.s™). Imediatamente apds a suspensdo do
fornecimento de luz actinica foi acionada uma luz FR (150 umol.m?.s™) durante 30
segundos. Os pontos da cinética foram salvos em intervalos de 50 ps a partir do inicio
da aplicacdo da luz FR. Durante a aplicacdo da luz apenas o P700 foi oxidado, mas nédo
atingiu o 100% de oxidacdo. Quando a luz foi desligada o P700 rapidamente foi
reduzido. Os pontos ap6s o bloqueio no fornecimento de FR foram salvos por 40
segundos, o que permitiu estimar o CEF pelo fato de nenhum elétron ter sido fornecido
pelo PSII.

2.7 Fotoinibicéo do PSI via rSP

A fotoinibicdo do PSI foi realizada pelo método desenvolvido pelo grupo
de pesquisa orientado por Miyake (SEJIMA et al., 2014) e modificado por Zivcak
(2015). Plantas de Ricinus communis foram adaptadas ao escuro por 20 minutos e
receberam repetidos pulsos de saturacdo (rSP) (300 ms, 15000 umol féton. m2.s™), que
foram aplicados a cada 10 segundos em auséncia de luz actinica sob condi¢cdes normais
por 20 minutos, mensurando simultaneamente a fluorescéncia da clorofila A e os

parametros do P700.
2.8 Conteudo de H;0;

O contetdo de perdéxido de hidrogénio das folhas de Ricinus communis
foi determinado pelo método de oxidagdo do Amplex Red, previamente descrito por
Zhou (1997). Plantas adaptadas ao escuro por 40 minutos foram em seguida expostas a
20 minutos de luz actinica, sendo usadas como controle. Folhas de Ricinus communis
adaptas a luz foram maceradas com tampao fosfato de potassio 100 mM pH=7,5

(porcéo de 200 mg / mL). O macerado foi centrifugado 12000 g por 30 minutos & 4°C e
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0 sobrenadante foi usado para a reacdo. O sobrenadante foi suplementado com 10 mM
de Amplex Red e 10 U de peroxidase. Trinta minutos depois, a resorufina formada pela
reacdo foi mensurada a 560 nm.

2.9 Estratégia Experimental e Anélise Estatistica

Plantas de Ricinus communis cultivadas em substrato sélido (vermiculita e
areia 1:1) foram transferidas para a camara de crescimento controlado por uma semana.
Apds esse periodo as plantas tiveram sua irrigacdo suspensa. Quando as plantas tratadas
apresentaram uma queda de 90 % na abertura estomatica em relacdo as plantas controle
a coleta do tratamento foi realizada. No sexto dia de tratamento, foram mensurados
parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, estado redox do P700 e as
cinéticas do NIR. Uma vez concluida essas mensuracdes as plantas foram adaptadas ao
escuro por 20 minutos. Apds esse periodo, metade das plantas de ambos os tratamentos
passou pelo processo de fotoinibicdo do PSI (20 minutos de SP) e a outra metade
permaneceu mais 20 minutos de escuro. Imediatamente apds o tratamento, a regido
fotoinibida foi coletada para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio. A primeira
folha completamente expandida de cada planta foi padronizada para esse experimento
porque algumas das plantas apresentaram sinais de senescéncia nas folhas mais velhas.
O experimento apresentou um fatorial de 1 x 4: 1 espécie (Ricinus communis) x 4
tratamentos (controle, seca , PSI fotoinibido e seca + PSI fotoinibido). Foram usadas
trés réplicas independentes. Os dados foram analisados usando ANOVA, e as medidas

foram comparadas usando o teste de Tukey com um nivel de significancia a 0.05.
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3. RESULTADOS

3.1 O Estresse de Deficiéncia Hidrica Afetou as Trocas Gasosas, mas Causou
Poucos Efeitos sob o Transporte de Elétrons em Ricinus communis

Seis dias ap0s o inicio do tratamento as plantas expostas a deficiéncia hidrica
apresentaram uma reducdo de crescimento, mostraram indicios de senescéncia nas
folhas mais velhas e perda de turgor foliar como mostrado na figura 01.
Figura 02 - Plantas de Ricinus communis apés uma semana de aclimatacdo ao Fitotron e seis dias de

tratamento. Planta controle (supridas com 80% da capacidade de campo) a esquerda exposta & deficiéncia
hidrica (suspenséo total de rega) a direita.

Na tabela 01 foram listados alguns parametros que podem ser usados como
indicadores de estresses. As plantas expostas ao estresse de deficiéncia hidrica
apresentaram uma queda de 69 % na assimilacdo de CO, em relacdo ao controle, o que
foi condizente com a queda de 91 % da condutancia estomatica (tabela 01). A taxa de
transpiratéria (E) e a concentracdo interna de CO, (Ci) também decresceram
significativamente devido ao fechamento estomatico. As plantas com deficiéncia hidrica
reduziram em 58 e 90 % a concentracdo interna de CO, e taxa de transpiracéo, quanto a
seus controles, respectivamente. Concomitantemente, a eficiéncia do uso da dgua (Pn/E)
aumentou quase trés vezes nas plantas em seca, entretanto a taxa de carboxilacdo
instantanea (Pn/Ci) decaiu para quase metade do valor exibido pelas plantas controle.
Esses parametros indicam que houve de fato uma queda na absorcéo de CO, devido ao
fechamento estomatico. No entanto, o ciclo de Calvin também foi afetado uma vez que

a taxa de carboxilagdo instantanea decresceu. Consequentemente, as plantas em estresse
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apresentaram por volta de 74 % do peso na parte aérea em relacdo aos seus respectivos
controles. Apesar de um decréscimo de 26 % do peso, as plantas em deficiéncia hidrica
ndo mostraram um aumento significativo no vazamento de eletrélitos, o que implica que
as folhas selecionadas para as mensuracGes provavelmente ndo apresentaram morte

celular programada, ou seja ndo estavam em processo de senescéncia.

Tabela 01:; Pardmetros associados a estresse de plantas controle e adaptadas a deficiéncia hidrica (seca).
Fotossintese de rede (Pn), condutancia estomatica (Gs), concentracdo interna de CO, (Ci), transpiragédo
(E), eficiéncia no uso de &gua (Pn/E), taxa de carboxilacdo instantanea (Pn/Ci), Massa fresca da parte
aérea, dano de membrana (DM).

Parametros Controle  SD Seca SD

Pn (umol.m?.s™ 77A 10  24B 09
Gs (mol.m?.s™) 0,345A 0,095 0,013B 0,004

Ci (Pa) 3430A 30 2015B 75

E (mmol.m?s™) 460A 050 038B 0,01

Pn/E (mol CO,. mmol* H,0) 1688 0,09 473A 040
Pn/Ci (umol.Pa™) 0,022A 0,001 0,012B 0,002

Massa fresca da parte aérea

(g/planta) 7467A 306 5525B 3,77

DM (%) 1220A 056 1410A 0,83

A deficiéncia hidrica nesse periodo ndo afetou o rendimento quéantico
méaximo do PSII (Fv/Fm). Por outro lado, o potencial maximo de oxidac¢do do pool de
P700 (Pm) em plantas expostas a seca aumentou de forma significativa. O acréscimo
em Pm foi de aproximadamente 27,8 % em relagdo ao controle, como mostrado na
figura 02.

Figura 03 - Pardmetros relacionados & fotoquimica no escuro mensurado na primeira folha

completamente expandida de Ricinus communis (A) rendimento quéntico maximo do PSII (Fv/Fm). (B)
Pool de P700 oxidado.

1,0 2,5
A B

0,8 1 * 2,0
£ 06 - “15 4
£ S
> I~
L 04 - “10 o

0,2 1 [ Control r 0,5

I Drought
0,0 0,0




95

As plantas submetidas ao estresse hidrico ndo demonstraram alteracdes
significativas no rendimento quantico efetivo de nenhum dos fotossistemas (eficiéncia
do PSI representado por Y(I) e a do PSII por Y(II), respectivamente). Todavia, ficou
evidente que ocorreu uma limitacdo no ciclo de Calvin devido aos dados de trocas
gasosas. Coerente com esses resultados a dissipacdo de energia na forma de calor,
estimado pelo NPQ, aumentou apenas nas plantas expostas a seca sugerindo que
ocorreu uma regulacdo no transporte de elétrons (Figura 04).

Figura 04 — Eficiéncia quéntica do PSI (A), Eficiéncia quéntica do do PSII (B), quenching ndo —
fotoquimico (C) mensurados ao longo de 20 minutos de iluminacdo (1000 pmol fétons. m™2.s™) na

primeira folha completamente expandida de plantas Ricinus communis controle (Control) ou sob
suspensdo de rega (Drought).
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3.3 As Cinéticas do P700 Sugerem Que Plantas de Ricinus communis em Estresse
Hidrico Reduzem o Fluxo Ciclico de Elétrons

As cinéticas de NIR realizada em plantas de Ricinus communis em
deficiéncia hidrica mostraram que houve um aumento significativo na oxidagéo do pool
de P700 em relacdo as plantas bem irrigadas quando as folhas adaptadas & luz foram
induzidas por luz FR (figura 05). Esse aumento foi aproximadamente de 20 %. Além
disso, quando a luz FR foi suspensa as plantas bem hidratadas chegaram ao estado
estacionario no pool de P700 alguns 50 milisegundos mais cedo. Esses dois parametros
sugerem que as plantas em estresse reduziram o fluxo ciclico de elétrons (CEF),
resposta similar ao observado em Ricinus communis em estresse salino (como mostrado
no capitulo anterior).
Figura 05 — Cinética do P700" normalizada em luz vermelho-distante (FR) mensurado imediatamente

ap6s a exposicdo da folha & incidéncia luminosa normal (1000 pmol.m™?.s™) em folhas de plantas Ricinus
communis ndo-estressadas ( Control ) e em deficiéncia hidrica ( Drought ).
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3.4 Plantas de Ricinus communis em Deficiéncia Hidrica Mostram-se mais
Resistentes a Fotoinibi¢do do PSI, mas Induzem a Formagéo de ROS.

Plantas de Ricinus communis bem hidratadas e em estresse hidrico
tiveram o PSI fotoinibido pela metodologia de rSP, mostraram uma pequena gqueda no
Y(I1) ao longo do tratamento, similar ao que foi encontrado por Sejima e colaboradores
(2014) e no tratamento das plantas de Ricinus communis ao estresse salino. O
decréscimo foi de 22 % do Y(Il) para ambos os tratamentos. A resposta do Y(I) também
apresentou resultado similar ao tratamento salino. As plantas em deficiéncia hidrica
apresentaram um estado estacionario mais oxidado que as plantas controle no inicio do
tratamento (1 segundo) e essa caracteristica permaneceu evidente ao longo de todo o
tratamento com rSP (Figura 06). Nas plantas ndo estressadas o rendimento Y(I)
decresceu para 43,5 % do valor inicial, no entanto ao final do tratamento as plantas em
seca mostraram aproximadamente 55,9% do Y(I) inicial. Isso sugere que as plantas em
deficiéncia hidrica ndo apenas possuem um estado estacionario do P700 mais oxidado
do que seus respectivos controles como também o mantém mais oxidado ao longo do
tratamento.

Figura 06 — Decréscimo do rendimento quantico durante a exposi¢do de pulsos de saturagéo de saturacdo

no escuro (SP aplicado a cada 10 segundos por um periodo de 20 minutos). (A) Eficiéncia quantica do
PSII (B) Eficiéncia quantica do PSI. Seis repeti¢des foram utilizadas.

0,9 0,9
0,6 - - 0,6
S =

0,3 - 0,3
—O— Control —O— Control
® - Drought - ® - Drought

0,0 T T T T T T T T 0,0

0 500 1000 1500 O 500 1000 1500

Time (sec) Time (sec)



98

A fotoinibicdo do PSI também promoveu producdo de peroxido de
hidrogénio em ambos os tratamentos (controle e seca). No entanto, a combinagéo de
seca e fotoinibicdo do PSI novamente levou a uma maior inducdo de ROS (figura 07). O
tratamento rSP em plantas bem hidratadas levou a um aumento de 50,1 % na producéo
de H,0,, enquanto as plantas em seca tratadas por rSP apresentaram um aumento de
60,9 % na producdo de H,0O,. Interessantemente, o estresse de seca levou ao aumento de
33 % na sintese de ROS em relacdo as plantas controle, o que ndo ocorre no
experimento com salinidade.

Figura 07 — Concentracdo de perdxido de hidrogénio em folhas fotoinibidas (PSI inhibited) e nao-
fotoinibidas (Normal) de Ricinus communis crescidas em condi¢fes controle ou sob deficiéncia hidrica
ap6s 20 minutos de indugdo luminosa (1000 umol.m™.s™). Letras mailsculas se referem a comparacdes

feitas entre plantas no mesmo tratamento (controle ou sal). Letras minusculas sdo referentes a plantas com
0 mesmo estado de PSI (fotoinibido ou ndo — fotoinibido).
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4. DISCUSSAO

Esse estudo testou duas hipoteses distintas baseadas em observacfes prévias
realizadas pelo nosso grupo. Primeiramente, testou-se a hipotese de que plantas em
estresse que limitem o ciclo de Calvin seriam mais tolerantes a fotoinibigdo do PSI pelo
fato dessas plantas em estresse conseguirem manter um estado estacionério (steady
state) mais oxidado. Os dados na literatura sugerem que para que as plantas sofram a
fotoinibicao do PSI o pool P700 deve permanecer reduzido (SONOIKE, 2011; SEJIMA,
2014; ZIVCAK, 2015). Os resultados obtidos mostraram no capitulo anterior
claramente que as plantas de Ricinus communis em estresse salino ndo apenas oxidaram
mais seu pool de P700 como também sofreram menos com a reducdo ao longo do

tratamento de rSP.

Por outro lado, houve um aumento expressivo na sintese de H,0O, Esse
resultado entra em contradicdo com as ideias propostas por Sejima (2014), que sugere
que ao evitar a reducdo do pool de P700 o oxigénio ndo seria reduzido e ndo ocorreria
um aumento na producdo de ROS. Entretanto, Takagi (2016) mostrou que a remocao de
oxigénio singleto (*O,) reduz a fotoinibicdo do PSI em tilacéides isolados e que a
inativacdo das enzimas SOD e APX ndo afeta essa resposta, 0 que pode sugerir que o
peroxido de hidrogénio ndo seja tdo importante na fotoinibicdo do PSI. Além disso,
Sonoike (2011) sugere que o radical hidroxil proveniente do peroxido de hidrogénio é
essencial para esse fendmeno uma vez que os centros Fe — S sao afetados por essa ROS.
Por outro lado, o trabalho discutido no capitulo anterior é o primeiro trabalho que
efetivamente mensura a producdo de ROS pelo método de rSP.

As plantas de Ricinus communis expostas a deficiéncia hidrica estavam
visivelmente menores do que as plantas bem — hidratadas. Coerentemente, as plantas em
deficiéncia hidrica apresentaram uma massa fresca de parte aérea menor bem como um
decréscimo em parametros de trocas gasosas relacionadas ao crescimento. Entretanto, as
plantas mesmo em condic¢des controle apresentaram uma baixa troca gasosa quando
comparadas as plantas do estudo anterior. Esse fendmeno foi atribuido ao fato desse
experimento ter ocorrido em camara de crescimento controlado. O decréscimo na
fotossintese de rede, a condutancia estomatica e na transpiragdo sugerem que as plantas
em seca prontamente fecharam seus estdmatos. Por outro lado, a concentragdo interna

de CO, (Ci) decresceu proporcionalmente menos do que o Py quando as plantas foram
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submetidas a seca. Esse fato sugere que a taxa de carboxilacdo instantanea da Rubisco
também foi afetada pela deficiéncia hidrica sugerindo que o ciclo de Calvin foi afetado
pelo estresse. Esse dado pode significar que a limitagdo das plantas de Ricinus
communis passou a ndo ser apenas estomatica, mas também metabolica. Entretanto, as
folhas selecionadas de plantas estressadas ainda estavam em estagios iniciais de
estresse, como foi mostrado pelo ndo aumento no dano de membrana (que nédo foi
significativo) e pelo aumento na sintese de perdxido de hidrogénio em folhas de plantas
em deficiéncia hidrica ter sido pequeno. O Fv/Fm ndo foi alterado pela deficiéncia
hidrica, o que evidenciou que as folhas estudadas ndo sofriam com a fotoinibicdo do
PSIl. Esse dado também corrobora com os dados anteriores relacionados aos
indicadores de estresse. O pool de P700 aumentou seu potencial maximo de oxidagdo
em plantas em deficiéncia hidrica, resultado similar ao encontrado ao estresse salino.

Esse fato sugere que também ndo ocorreu fotoinibi¢éo no PSI.

Ao estudar-se o fluxo de elétrons em plantas de Ricinus communis em
estresse hidrico, ficou claro que elas ndo exibiram ajustes no fluxo linear de elétrons
(LEF). Esse dado difere do que foi encontrado para plantas de Ricinus communis em
estresse salino. As plantas submetidas ao estresse hidrico ndo reduziram a eficiéncia
efetiva de nenhum dos fotossistemas o que sugere que as folhas estudadas ainda
estavam lidando com estagios iniciais do estresse. No entanto, ambos 0s estresses (seca
e salinidade) promoveram respostas em comum nas plantas de Ricinus communis. As
condigdes estressantes estimularam a reducdo do CEF. Por outro lado, as plantas
estressadas também induziram o NPQ e a oxidacdo do pool de P700. O NPQ pode ser
induzido por trés fatores: regulacdo da razdo entre zeaxantina e violaxantina, por um
acUmulo da proteina PSBS ou mesmo por outros fatores que induzam o ApH dos
tilacéides. O aumento do ApH dos tilacéides pode significar um aumento na forga
préton motriz (pmf). Takagi (2016 b) mostrou que 0 mesmo com a queda do LEF, uma
fonte importante de ApH, o pmf pode aumentar em condi¢bes que favoregcam a
fotorrespiracdo. A queda da taxa de carboxilacdo instantanea da Rubisco também
poderia ser causada por um aumento na taxa de oxigenacdo, ja que essa também
promove a acidificacdo do tilacoide, o que justificaria a maior taxa de oxidacdo do
P700. Lima Neto (2014) evidenciou que as plantas de Ricinus communis em elevada
salinidade de fato aumentam por volta de 2 vezes sua taxa de fotorrespiracdo. Caso o
pmf seja a causa desse aumento de NPQ é provavel que ele ndo tenha derivado do CEF.
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Para validar a segunda hipotese desse trabalho, as plantas de Ricinus
communis bem — hidratadas e expostas a deficiéncia hidrica tiveram seu pool de PSI
fotoinibido pelo tratamento de rSP. O efeito do rSP no PSII novamente permaneceu em
torno de 22 %, queda semelhante ao que foi encontrado por Sejima (2014) em plantas
de girassol e Takagi (2016) em cloroplastos de espinafre. Corroborando com os dados
anteriores, o pool de P700 permaneceu mais oxidado em plantas em deficiéncia hidrica.
Além disso, o decréscimo do Y(I) ocorreu mais rapido nas plantas bem hidratadas,
sugerindo que as plantas hidratadas sdo mais sensiveis ao tratamento de fotoinibicdo do
que as plantas previamente expostas a um estresse. Todavia, ocorreu uma explosédo
oxidativa nas plantas com o P700 fotoinibido. O aumento na sintese de perdxido de
hidrogénio foi maior nas plantas com o P700 inativo em relacdo ao seu respectivo
controle, similarmente ao que foi previamente observado pelo estresse salino. No
entanto, o estresse hidrico também provocou um aumento na producdo de ROS. O
peroxido de hidrogénio pode, contudo, ndo ter relacdo com dano ao PSI. Takagi (2016)
mostrou que a remogéo de H,0O, e do O, ndo impedia a fotoinibi¢do do PSI.

Os resultados sugerem que as hipéteses levantadas estdo corretas. Assim
como o estresse salino, a deficiéncia hidrica promoveu uma limitacéo na fixacdo de CO,
o que limitou o Ciclo de Calvin. Ambos os estresses induziram o NPQ, mas inibiram o
CEF. Além, disso, plantas em deficiéncia hidrica também exibiram o mesmo perfil de
resisténcia a fotoinibicdo por rSP, mas induziram da producdo de ROS. Desse modo, 0
trabalho conclui que plantas de Ricinus communis em estresses que limitem o ciclo de
Calvin ativam mecanismos que mantém o PSI oxidado e protegido da fotoinibicéo.
Esses mecanismos possivelmente sdo ativados por uma pmf, mas em Ricinus communis,
essa pmf ndo é gerada pelo aumento de CEF. Todavia, a queda do CEF pode ter alguma
importancia nesse processo, pois a regulacdo desse mecanismo ocorreu em ambos 0s

estresses.



102

CONSIDERACOES FINAIS E PESPECTIVAS
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Esse trabalho sugere um possivel novo mecanismo de oxidacéo do pool de P700

presente em Ricinus communis que é independente do fluxo linear de elétrons.

Os resultados mostram, pela primeira vez, que o decréscimo no CEF ndo
promove uma deficiéncia na oxidagdo do pool de P700 em plantas sob estresse abibtico.
As plantas de Ricinus communis sdo consideradas resistentes ao estresse salino, mas o
decréscimo no CEF em condi¢cbes adversas foi demonstrado por trés metodologias
distintas. Contraditoriamente, h& indicios relevantes sobre um aumento do ApH (o
aumento no NPQ e aumento no pool de P700 oxidado). Essas respostas foram similares
aos resultados encontrados em plantas expostas & deficiéncia hidrica. No entanto, nem o
pmf nem a acidificacdo do lumen do tilacoides foram diretamente mensurados. Por essa
razdo ndo é possivel afirmar categoricamente que exista um mecanismo que esteja
induzido o ApH. Por outro lado, os resultados corroboram com a existéncia de drenos de
energia capaz de manter a homeostase dessas plantas mesmo sob as condicdes

estudadas.

A metodologia para o rSP, mostrou que independente do estresse estudado
ocorreu um decréscimo no CEF e as plantas de Ricinus communis submetidas ao
estresse se mostram mais resistentes ao efeito da fotoinibicdo do PSI. Esse resultado
diferiu da literatura, mas permite extrapolar que nessas plantas a oxidacdo do P700 esta
ligada ao decréscimo do CEF. No entanto, estudos adicionais precisam ser realizados.
Em adicdo a esses dados, foram testados farmacos que podem ser usados para inibir a
cadeia transportadora de elétrons (tanto ciclico como linear), o NPQ, o ciclo das
xantofilas, o gradiente de protons e o ApH. Esses farmacos poderdao ser usados
futuramente para identificar mecanismos importantes para a oxidacdo do P700 em

Ricinus communis.

Levando em consideracdo todos os resultados e discussdes, este trabalho gera
uma nova compreensao do papel fisiologico do CEF frente aos estresses abioticos e de
sua importancia no mecanismo de oxidagéo do P700.
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Anexo: Esquema ilustrando mudancas promovidas pelo estresse abidtico em plantas de Ricinus
communis. Em (A) as plantas estdo em condi¢des 6timas, como consequéncia ha uma alta assimilacdo
de CO, o que se traduz em uma alta atividade da cadeia transportadora de elétrons (CTE). Como
consequéncia os drenos alternativos de elétrons (NPQ e fotorrespiragdo) mantem-se em baixa atividade
0 que evita o aumento de pmf. Desse modo, o pool/ de P700 mantem-se em um estado estacionario. Em
(B) o fechamento estomatico limita a absor¢do de CO, o que leva ao decréscimo de CTE. Os drenos

alternativos foram induzidos o que permite supor que o PMF foi induzido. A oxida¢do do pool de P700
entdo poderia ser justificada pelo aumento no PMF.
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