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RESUMO

Cattleya guttata Lindll. e Miltonia spectabilis Lindll. (Orquidaceae) sdo epifitas que
possuem metabolismo de fixacdo de carbono CAM e Cs, respectivamente. Assim como
todas as plantas, as epifitas t€m o crescimento e desenvolvimento diretamente
influenciados pela luz. Entretanto, em excesso, a luz pode provocar fotoinibi¢ao, a qual,
dependendo da intensidade dos danos causados no aparato fotossintético, pode ser
dindmica ou cronica. O presente estudo teve por objetivo analisar o desempenho
fotoquimico de C. guttata e M. spectabilis expostas a alta luminosidade em diferentes
intervalos de tempo. Para isso, plantas cultivadas em casa de vegetacdo (220 + 9,3 umol
m%s™") foram transferidas para ambiente aberto, sob irradiancia de 2330 + 76 pmol m’s
! durante 5, 35 e 120 minutos (considerados como tratamentos Ts, T35 € Tiy9). Plantas
mantidas na casa de vegetacdo foram utilizadas como controle. As andlises da
fluorescéncia da clorofila a foram realizadas no intervalo de: -5 (medida realizada,
cinco horas antes da exposicao das plantas a luz solar plena), 0 (medida realizada logo
apos a exposi¢do das plantas a luz solar) e 1, 5, 19, 43 e 93 h (horas decorridas apds a
exposicdo das plantas, a fim de avaliar a recuperacdo). Foram analisadas: a
concentracdo de pigmentos fotossintéticos, as curvas OJIP, banda L, K e os pardmetros
do teste JIP. A concentracdo de pigmentos fotossintético foi maior em M. spectabilis.
Porém, este resultado ndo conferiu a espécie melhor desempenho fotoquimico em
relacdo a C. guttata. Curvas com amplitude positiva para a banda L foram obtidas em
ambas as espécies em todos os tratamentos, indicando perdas de conectividade
energética. Observou-se, também, o aparecimento da banda K com valores positivos em
Ts e Tss e negativos em Tj;p, mostrando uma tendéncia de aclimatacdo do complexo de
evolucdo do oxigénio (CEQO) a alta luz tanto para a espécie CAM como para a espécie
Cs. O aumento nos valores da fluorescéncia inicial (Fp) foi acompanhado pela redugao
da fluorescéncia mixima (F,,) e da eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema II
(F\/F,) em ambas as espécies. O aumento dos valores do fluxo de absor¢do por centro
de reacdo ativo (ABS/RC) foi seguido pelo aumento dos valores do fluxo de dissipag¢ao
de energia de excitacdo (DIy/RC), o que sugere mecanismos de fotoprote¢do. Reduzidos
valores dos centros de reacdo ativos por secdo transversal (RC/CSy) e do indice de

desempenho fotoquimico [Plp)] foram observados em Tzs € Tiz9 em C. guttata, o que
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ocorreu em M. spectabilis  apenas em Tip. Em geral, as alteragdes observadas nos
parametros fotossintéticos em M. spectabilis foram diretamente relacionadas com o
tempo de exposicao a luz solar, assim como o tempo de recuperagdo foi proporcional ao
dano. Para C. guttata, a auséncia de diferencas significativas entre Tss e Ty para a
maioria dos parametros do teste JIP analisados sugere aclimatagdo a alta luz. O tempo
requerido para a recuperagdo dos valores de Fy, F,, e F\/F, indica a ocorréncia de
fotoinibicdo dindmica e cronica em Tss e Tjy, respectivamente, para ambas as espécies.
Danos ao aparato fotossintético foram mais severos em M. spectabilis devido ao maior

tempo requerido para a recuperacao dos parametros avaliados.

Palavras chaves: Metabolismo CAM, Metabilismo C;, Fotoinibicdo, Fluorescéncia da

clorofila a.



ABSTRACT

Cattleya guttata Lindl. and Miltonia spectabilis Lindl. (Orchidaceae) are epiphytes that
have carbon fixation metabolism CAM and C; respectively. The light directly
influences the growth and development of plants. However, excess, can cause the light
photoinhibition, which, depending on the intensity of damage in the photosynthetic
apparatus can be dynamic or chronic. Therefore, this study aimed to analyze the
photochemical performance in C. guttata and M. spectabilis exposed to high brightness
at different time intervals. Thus, plants grown in a greenhouse (220 + 9,3 pmol m?s™)
were transferred to open, in irradiance 2330 £+ 76 pumol m2s™! for 5, 35 and 120 minutes
(considered here as treatments Ts, Tss and Tjp). Plants grown in the greenhouse were
used as control. The analysis of chlorophyll fluorescence were made in the range of: -5
(measurement performed five hours prior to exposure of the plants to full sunlight). 0
(measured immediately performed after exposure of the plants to sunlight) and 1, 5, 19,
43 and 93 h (hours elapsed after exposure of the plants in order to assess recovery). We
analyzed the concentration of photosynthetic pigments, the OJIP curves, L-band, K, and
test parameters JIP. The concentration of photosynthetic pigments was higher in M.
spectabilis, but this result did not give the species best photochemical performance
against C. guttata. Curves with positive amplitude for the band L were obtained in both
species in all treatments, indicating connectivity energy losses. It was observed, also,
the appearance of K-band, with positive values Ts and Tiss and negative at Tl,o,
showing a tendency of acclimatization oxygen evolving complex (OEC) to high light
for both the CAM species as for the species C;. The values of the initial increase in
fluorescence (Fp) was accompanied by the reduction of the maximal fluorescence (F,,)
and photochemical efficiency (F,/F,) in both species. The increase in the flux values of
absorption of active reaction center (ABS/RC) was followed by increasing values of
excitation energy dissipation flux (DIy/RC), suggesting mechanisms photoprotection.
Reduced values of assets reaction centers per cross section (RC/CSy) and photochemical
performance index [Plown] Were observed in Tss and Ty in C. guttata, which occurred
in M. spectabilis Tiy. In general, the observed changes in photosynthetic parameters in
M. spectabilis were directly related to the time of exposure to sunlight, as well as the

recovery time was proportional to the damage. For C. guttata, the absence of significant
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differences between Tss and Ty for most JIP test parameters analyzed suggests high
light acclimation. The time required for the recovery of Fy, F,, and F\/F,, indicates the
occurrence of dynamic photoinhibition and chronic in T35 and Tjyg, respectively, for
both species. Damage to the photosynthetic apparatus were more severe in M.
spectabilis due to the increased time required for the recovery of photosynthetic

parameters evaluated.

Key words: Cattleya guttata, Miltonia spectabilis, CAM metabolism, C; metabolism,

Photoinhibition and Performance Photochemical.
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1. INTRODUCAO

Orchidaceae A. Juss é uma familia de distribuicdo cosmopolita. Apresenta entre
800 e 1000 géneros e 20.000 a 25.000 espécies. No Brasil, podem ser encontrados 236
géneros e pouco mais de 2.430 espécies. A Mata Atlantica destaca-se em riqueza
especifica, com mais de 1.400 espécies registradas. Orquideas comumente apresentam
flores vistosas e sdo amplamente cultivadas e comercializadas para fins ornamentais. As
principais ameacas estdo relacionadas a coleta predatdria, destruicdo de habitat e

eliminacdo dos polinizadores (MARTINELLI e MORAES, 2013).

Cattleya guttata Lindll. e Miltonia spectabilis Lindll. sdo espécies epifitas, como
a maioria das Orquidaceae (WAECHTER, 1998; GRAVENDEEL et al.,, 2004) e
ocorrem predominantemente na Mata Atlantica (SPECIESLINK, 2016). A Mata
Atlantica vem sofrendo intenso processo de desmatamento e fragmentacdo, o que
resulta em maior incidéncia de radiagdo sobre plantas como as epifitas, causando
alteracoes fotoquimicas e fisioldgicas. Estas espécies possuem metabolismo distinto de
fixacdo de carbono, C. guttata é uma espécie CAM (AVADHANI e AIRDITTI, 1981;
AVADHANI et al., 1982) e M. spectabilis possui metabolismo C3 (PIRES et al., 2012).

Plantas de metabolismo Cs tem como primeiro produto estivel da cadeia
bioquimica da fotossintese o 4cido 3- fosfoglicérico, uma molécula com trés carbonos.
Em geral, plantas de metabolismo C; possuem folhas finas e ocorrem nas zonas
tropicais midas. Por outro lado, plantas CAM (Metabolismo Acido das Crassulaceae)
sdo caracterizadas por fecharem os estomatos durante o dia e assimilarem o CO, durante
a noite. Também realizam durante o dia a descarboxilagdo do malato acumulado no
vacuolo a noite, permitindo que o CO; liberado seja incorporado ao ciclo de Calvin-
Benson pela Rubisco (RAVEN, 2013; RODRIGUES et al., 2013; YAMORI et al.,
2014). Essas caracteristicas proporcionam as espécies CAM um ganho maximo de
carbono combinado com uma perda minima de dgua, favorecendo o seu crescimento e
desenvolvimento em locais secos e com alta incidéncia de luz (DODD et al., 2002;
KERBAUY et al., 2012).

Plantas epifitas apresentam adaptacdes estruturais que garantem flexibilidade
diante de diferentes condi¢cdes ambientais. Uma das adaptacdes estruturais mais
importantes é a presenca de um certo grau de suculéncia nas folhas e pseudobulbos

(BENZING, 1990). Além de ser uma maneira eficiente de armazenar 4gua e nutrientes,
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a suculéncia também pode ser um importante requisito para identificar a expressdao do
metabolismo CAM (DE LA ROSA-MANZANO., et al 2015; GRIFFITHS et al., 2008;
SILVERA et al., 2010; BORLAND et al., 2011).

Os metabolismos de fixagdo de carbono tém vantagens e desvantagens
relacionadas ao ambiente onde as plantas vivem (RAVEN, 2013). Diversas
caracteristica de plantas CAM e C; foram analisadas, a saber, a capacidade de
aclimatacdo dos diferentes metabolismos, submetidas a diversos fatores ambientais
como temperatura (YAMORI et al., 2014), baixa concentracdo de CO, (WANG et al.,
2015) e disponibilidade de 4gua (RODRIGUES et al., 2013) e aclimatacao a diferentes
niveis de luz (PIRES et al., 2012).

A luz é uma das condi¢des ambientais que mais interferem no crescimento
desenvolvimento das plantas. As quantidades de f6tons absorvidos pelas plantas
diminuem a medida em que aumenta a intensidade de luz. Dependendo da intensidade e
do tempo em que as plantas ficam expostas sob a luz solar plena, pode ocorrer a

fotoinibicdo (LONG et al., 1994).

A fotoinibicdo consiste de um conjunto complexo de processos moleculares
causados pelo excesso de luz e ocorre quando o excesso de excitacdo chega ao centro de
reacdo do fotossistema II (FSII) causando danos e provocando sua inativagdo. O FSII é
o componente do aparato fotossintético mais afetado pela fotoinibicao (LONG et al.,
1994). Porém, estudos mais recentes sugerem que a fotoinibicdo € um processo de dois
passos, onde ocorre inicialmente danos no CEO e subsequentemente o FSII € danificado

(ZAVAFER et al., 2015; TAKAHASHI e BADGER, 2011).

Além dos danos causados diretamente ao aparato fotossintético, a fotoinibi¢dao
pode resultar na formagdo de espécies reativas de oxigénio, reduzir as taxas de fixacao
de CO,, levar a diminui¢do do crescimento, produtividade e até mesmo a morte das
plantas (TAKAHASHI e MURATA, 2008; GURURANI et al., 2015 ZAVAFER et al.,
2015). Os efeitos da fotoinibi¢do podem ser intensificados por fatores de estresse, como
altas e baixas temperaturas, déficit hidrico e salinidade (POWLES, 1984) e podem ser
amenizados por meio da dissipacdo da energia de excitagcdo na forma de calor e da
fotorrespiracdo (SILVA et al.,, 2015) e também pelo movimento das folhas
(EHLERINGER e FORSETH, 1980; GREER e THORPE, 2009), alteracdao da posi¢dao
dos cloroplastos nas células (SUETSUGU et al., 2007; SUETSUGU e WADA, 2012) e
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acumulacdo de compostos fendlicos, usados como filtros UV (WINKEL-SHIRLEY,
2002; FERREYRA et al., 2012).

Os danos causados pela fotoinibi¢cdo sdo associados ao tempo em que as plantas
levam para repor os componentes danificados (OSMOND, 1994; ARO et al., 2005;
TAKAHASHI e BADGER, 2011). Desde modo, existem dois tipos de fotoinibi¢do:
fotoinibicdo dinamica e fotoinibi¢do cronica. A fotoinibicdo dindmica ocorre sob
excesso de luz moderado. Neste caso, a eficiéncia quantica diminui, mas as taxas
fotossintéticas permanecem inalteradas. Normalmente, a fotoinibi¢do dindmica ocorre
ao meio-dia, quando as folhas ficam expostas a uma quantidade maxima de luz.
Geralmente é causada pelo desvio de energia luminosa para a dissipacdo de calor. Este
efeito, em geral, € temporario e as plantas recuperam-se quando a irradiancia diminui a

tarde ou durante a noite (DIAS e MARENCO, 2006; DEMMING ADAMS et al., 2012).

A fotoinibicdo cronica é causada pela exposicao das plantas a niveis mais altos
de luz. Neste caso, o sistema fotossintético € danificado e a eficiéncia quantica e as
taxas fotossintéticas diminuem. Estd diretamente associada ao dano e a substitui¢do da
proteina D1 do centro de reacdo do FSII. Ao contrdrio da fotoinibicdo dindmica, a
fotoinibicdo cronica tem efeitos relativamente longos, persistindo por semanas ou meses

(DIAS e MARENCO 2006; TAIZ e ZEIGER, 2013; KATO et al., 2015).

As alteracdes no desempenho fotoquimico das plantas provocadas por fatores de
estresse como a alta luminosidade podem ser mensuradas por meio de andlises da
fluorescéncia da clorofila a (Chl a), pois, quando um pigmento absorve luz pode ocorrer
trés processos: dissipacdo de energia em forma de calor, a reemissdo de energia em
forma de fluorescéncia e a capturada de energia para a formacgao de ligagdes quimicas
(RAVEN, 2007). Esses trés processos ocorrem simultaneamente. Deste modo, ¢é
possivel obter informagdes a respeito da efici€ncia da fotossintese e sobre a dissipacao
de calor através de analises da emissdo da fluorescéncia da Chl a (MURCHIE e
LAWSON, 2013). Estas analises consideram a cinética do aumento dos transientes OJIP
e do teste JIP e foram desenvolvidas com base na teoria dos Fluxos Energéticos das
Biomembranas e sdo amplamente utilizadas devido as caracteristicas nao destrutivas,
que proporcionam informagdes rdpidas e precisas (STRASSER et al., 1995;
STRASSER et al., 2004).
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A cinética da fluorescéncia da clorofila a € extremamente sensivel a diferentes
condi¢Oes ambientais e tem sido amplamente utilizada na investigagdo de intimeros
fatores de estresse aos quais as plantas sao submetidas como alteragdes provocadas pela
alta luminosidade (DIAS e MARRENCO, 2006; DIAS e MARRENCO, 2007; KALAJI
et al., 2014; MARTINS et al., 2015), por substancias quimicas (XIANG et al., 2013;
CHEN et al., 2015), altas temperaturas (STRASSER et al., 1997, MATHUR et al.,
2011; CHEN et al., 2016), baixas temperaturas (STRAUSS et al., 2007; GURURANI
et al., 2015), déficit hidrico (OUKARROUM et al., 2009; STRASSER et al., 2010),
alagamento (JURCZK et al., 2016), doencas (TSIMILLI-MICHAEL et al., 2000;
CHRISTEN et al., 2007), metais pesados e salinidade (LI e ZANG, 2015; FORIERI et
al., 2016; POMPEIANO et al., 2016).

As diferentes fases da cinética da emissdo da fluorescéncia da Chl a sdo
registradas em ordem alfabética e ordenadas da parte mais lenta a mais rdpida como O,
J, Te P, em que O representa o nivel de fluorescéncia inicial ou Fy (obtida aos 0,05 ms),
J (2 ms) e I (30 ms) sdo os niveis intermedidrios € P (~300 ms) o nivel maximo
alcancado (OUKARROUM et al., 2007). Em adi¢do, uma andlise quantitativa dos dados
OJIP pode ser feita por meio do teste JIP o qual, traduz as mudangas dos transientes
OJIP, em dados quantitativos através de parametros estruturais, conformacionais e
funcionais, possibilitando, deste modo, quantificar o desempenho fotoquimico dos

organismos fotossintéticos (STRASSER et al., 2004; STIRBET e GOVINDIJEE, 2011).

Considerando a importancia ecologica e econdmica das espécies, as
caracteristicas dos metabolismos distintos para a fixagdo do carbono e os aspectos da
interferéncia da luminosidade sobre as plantas, este estudo, através da andlise da
emissao da fluorescéncia da Chl a, teve por objetivo avaliar o desempenho fotoquimico
de C. guttata (metabolismo CAM) e M. spectabilis (metabolismo Cs) expostas a alta
luminosidade em diferentes intervalos de tempo, a fim de verificar a ocorréncia de

fotoinibicdo e a capacidade de recuperacao destas espécies.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o desempenho fotoquimico de espécies de Orquidaceae C; e CAM expostas a

alta luminosidade.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o conteiido de pigmentos fotossintéticos em Miltonia spectabilis (C3) e
Cattleya guttata (CAM);

e Comparar caracteristicas fotoquimicas entre M. spectabilis e C. guttata expostas
a alta luz durante 5, 35 e 120 minutos;

e Avaliar a influéncia da exposicdo a alta luz na conectividade energética entre
unidades fotossintetizantes e no complexo de evolu¢ao do oxigénio (Bandas L e
K, respectivamente);

e Analisar as alteracdes provocadas pela exposicdo a alta luminosidade nos
parametros do teste JIP [Fy, Fy,, F\/F,,, ABS/RC, DIyRC, RC/CSy € PI (1p1a1)] nas
espécies submetidas a alta luz durante 5, 35 e 120 minutos;

e Verificar a ocorréncia de fotoinibicdo em ambas as espécies de Orquidaceae;

e Avaliar a capacidade de recuperagdo da atividade fotoquimica das plantas apds

exposicao a alta luminosidade.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais vegetal e condicoes de amostragem

Plantas adultas de Miltonia spectabilis (espécie C3) e de Cattleya guttata (CAM)
sauddveis, sem sinais visiveis de infec¢do por fito patégenos, deficiéncia nutricional
e/ou efeitos de outros fatores de estresse abidtico, provenientes de um orquidario
localizado no municipio de Jodo Neiva, com idade similar (aproximadamente quatro
anos de idade), foram transferidas para uma casa de vegetacdo, localizada no Campus
da Universidade Federal do Espirito Santo do municipio de Sao Mateus. As plantas
foram aclimatadas durante 3 meses sob baixa luminosidade 220 = 9,3 umol m'zs'l,
aferida por meio de um sensor quantico (Li-191 SA, Li-Cor, Lincoln, NE, EUA),
temperatura média de 34/ 24 (dia/noite) e umidade relativa do ar média de 80% (dados
da estacdo metrologica da UFES-Sao Mateus). No periodo de aclimatagdo, as plantas
foram irrigadas diariamente por meio da aplicacdo de aproximadamente 100 ml de dgua,
por vaso. Durante a irrigacdo, buscou-se ndo umedecer as folhas evitando-se, por esta
pratica, favorecer a infec¢do por patdgenos (especialmente fungos). As plantas foram
adubadas quinzenalmente com fertilizante contendo proporcdes equilibradas de NPK

(nitrogénio, fosforo e potdssio), conforme especificacdes do fabricante do produto.

3.2. Experimentos para analise do desempenho fotoquimico

Para analisar as alteracdes no desempenho fotoquimico, as plantas foram
transferidas da casa de vegetacdo (220 + 9,3 pmol m™s™) para ambiente aberto, sob
irradiancia de 2330 + 76 umol m™s™ . permaneceram nesta condicdo durante 5, 35 e 120
minutos (Ts, Tss e Tiz9) conforme procedimentos propostos por DIAS e MARENCO.
(2006). Foram usadas 20 plantas para cada espécie, distribuidas em quatro grupos (5
plantas/grupo): controle (Ty), Ts, Tss e T. Plantas mantidas na condi¢do de controle,
permaneceram na casa de vegetacdo, sob baixa luminosidade, como descrito acima. As
8 horas da manha, previamente a exposi¢cdo das plantas a luz solar plena foi realizada a
primeira medida da emissao da fluorescéncia da Chl a, ds 13 horas foram realizadas as

medidas nas plantas submetidas a luz solar plena, para isso os grupos de plantas foram
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transferidos para a condicao de luz solar plena por 5, 35 e 120 minutos, de modo que, ao
final destes respectivos periodos, as medidas pudessem ser feitas simultaneamente.
Logo em seguida, as plantas foram transferidas novamente para a casa de vegetacdo
onde foram realizadas medidas da florescéncia da Chl a apés 1, 2, 3,4, 5, 19,43 e 67 ¢
91 horas.

Para a descricao dos resultados, as andlises da fluorescéncia da Chl a que foram
realizadas as 8 horas da manha, 5 horas antes da exposi¢ao das plantas a luz solar plena,
foram consideradas como -5, as medidas realizada as 13 h, apds a exposi¢do a luz solar
plena, foram consideradas como tempo O e os demais horérios (1, 2, 3,4, 5, 19,43, 67 ¢
91 h) referentes ao tempo decorrido apds a exposicdo das plantas a alta irradiincia,
foram considerados para as andlises da capacidade de recuperacdo das plantas aos
diferentes tratamentos. As alteracdes nos valores dos parametros analisados em
decorréncia da exposicao a alta luz foram quantificadas por meio de comparacdes entre
os valores obtidos do controle (-5) com os valores obtidos apds a exposi¢ao (0). Foram
considerados como recuperados os valores dos pardmetros analisados que sofreram
alteracdes e que apds determinado periodo de tempo retornaram aos valores obtidos no

tratamento controle (DIAS e MARENCO, 2006).

3.3. Extracao e quantificacao de pigmentos fotossintéticos

A extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos foi feita somente nas
plantas do tratamento controle, utilizando-se o método espectrofotométrico sugerido por
ISRALSTAM. (1978), com modificagdes. Foram usadas 5 plantas de cada espécie e
retiradas fragdes das folhas somando-se 100 mg, cada fracdo foi transferida para um
tubo de ensaio envolvido com papel aluminio contendo 7 ml de dimetilsulféxido

(DMSO), mantidos em banho-maria a 65°C por 24 horas.

As leituras da densidade oOtica foram feitas em espectrofotdmetro
(ThermoScientific®, Genesys10S, EUA) a 470 (A470), 645 (Agss) € 663 (Age3) nm. A
concentracdo de clorofila a e b e de pigmentos carotendides foram determinadas de

acordo com as equagdes de HISCOX e ISRAELTAM (1979):
Chla= [(12,7 X A663) - (2,69X A645)]. v/ (1000 X MS)

Chl b =[(22,9 x Agss) — (4,68 X Ags3)]. V/ (1000 x MS)
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Chl total = [(20,2 x Ase3) — (2,69 x Agss)]. V/ (1000 x MS)
Car = [(1000 x A470) — (1,82 x Clor a — 85,02 x Clor b)]. V/ (198 x1000 x MS)

Onde: V = volume do extrato e MS = massa seca do tecido vegetal, obtida em estufa de
circulagdo forcada. Para obter a massa seca, apds a extragdo dos pigmentos, os discos

foliares foram secos em estufa a + 60°C por 24 horas.

3. 4. Cinéticas de emissao da fluorescéncia dos transientes OJIP e do teste JIP

Os sinais de fluorescéncia foram registrados utilizando-se um fluorémetro
portatil Handy-PEA (Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK) conforme descrito por
STRASSER e STRASSER (1995). Previamente as medidas, as folhas foram adaptadas
ao escuro por meio do uso de clipes foliares (Hansatech, UK) durante 20 minutos
(determinado em experimento prévio). A fluorescéncia OJIP foi induzida pela
exposi¢do das amostras a um pulso de luz vermelha (650nm) saturante de 3.000 pmol
m™~ s, suficiente para gerar a fluorescéncia maxima em todos os tratamentos. Os sinais
de florescéncia foram registrados durante 1s. Os sinais da fluorescéncia aos 50 us
(considerados Fy) 100 ps, 300us, 2 ms (Fy), 30 ms (F)) e a fluorescéncia maxima (F,,)
foram medidos e usados para o célculo dos parametros do teste JIP pelo software

Biolyzer (Laboratory Of Bioenergetics, University of Geneva, Switzerland).

As curvas da fluorescéncia transiente OJIP foram normalizadas como
fluorescéncia varidvel relativa entre os pontos O (50 us) e K (300 us) [Vok = (F; — Fop) /
(Fk — Fy)] e entre os pontos O e J (2 ms) [Vo; = (F, — Fo) / (F; — Fp)] Obtida a
fluorescéncia varidvel (Vi, Vok € Vo), calculou-se as diferencas cinéticas entre os

tratamentos (Av = Viyatamento — Veontrole) (YUSUF et al., 2010).

Também foram calculadas a fluorescéncia relativa variavel em 100ms (transiente
normalizado entre Fy e Fx), que expressa a conectividade energética, calculada de
acordo com a seguinte equacdo: [Vok = 100(Fio0us — Fo) / (F300 — Fo)l, expressando a
banda L. A Fluorescéncia relativa variavel em 300 ms (transiente normalizado entre Fy e
Fx), que representa a variacdo do CEO, foi calculada pela equacdo [Voy 300 = (F300,s —
Fo) / (Fy — Fp)] (SRIVASTAVA et al, 1997; STRASSER, 1978; STRASSER e
STIRBET, 2001; CHEN et al., 2016).
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3. 5. Testes preliminar para adequaciao da metodologia

Para determinar o tempo ideal de adaptacdo das folhas ao escuro foram
realizados testes preliminares. A fluorescéncia da clorofila a foi medida em diferentes
tempos de adaptacdo ao escuro (10, 15, 20, 30 e 60 minutos) em trés horérios (8 12 e 17
h). Foram feitas trés repeticdes em dias diferentes e analisados dados das curvas OJIP e
parametros do teste JIP (Fy, F,, F\/F,, ABS/RC e DIyRC). Os resultados, deste teste,
mostraram auséncia de diferencas significativas (p>0,05) entre os tempos de adaptacao
ao escuro de 20, 30 e 60 minutos. Porém, foram observadas diferencas significativas
(p<0,05) entre estes intervalos de tempo em relacdo aos tempos de 10 e 15 minutos.
Assim, optou-se por usar no experimento 20 minutos de adaptacdo ao escuro.

Também foram realizadas andlises de varidncia para os dados da emissdo da
fluorescéncia da clorofila a nos grupos de plantas mantidos como controle durante o
experimento (Ty), as quais foram comparadas com os dados obtidos para as plantas
medidas no inicio da manha (-5). Foram usados para as andlises os dados do teste JIP
(Fo, Fy, F\/F,, ABS/RC e DIy/RC). Como os dados entre estas plantas ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05), optou-se por usar como controle os dados obtidos das

andlises realizadas nas plantas no inicio da manha.

A fim de aperfeicoar a apresentacdo dos resultados, os dados referentes aos
diferentes horarios das medidas de fluorescéncia da Chl a (-5, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 19, 43, 67
e 91 h) foram submetidos a anadlise estatistica. Por meio desta destas analises, foram
selecionados para plotagem dos graficos somente os hordrios que apresentaram
resultados estatisticos significativos relevantes para a apresentacio dos resultados. Por

1850, optou-se por utilizar somente os seguintes hordrios: -5, 0, 1, 5, 19, 43, 91 h.

Em todos os testes preliminares foi usada analise de variancia (ANOVA) e teste

de Tukey (p<0,05).

3. 6. Analises estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado, com trés tratamentos
por espécie (Ts, Tss e Tiz9) com cinco plantas (repeti¢des) por tratamento e sete horarios

de medidas de fluorescéncia da clorofila a: 1 controle, 1 exposi¢do a luz e 5 horérios
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para andlise da recuperacdo. Os testes foram realizados separadamente para cada
espécie.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e testados quanto a
distribuicao normal. Para verificar as diferencas entre os tratamentos os dados foram
comparados pelo teste de Tukey (0,05%).

Foram realizadas duas repeticdes independentes dos experimentos a fim de
confirmar os resultados obtidos. Os dados de ambos os experimentos foram comparados
estatisticamente (ANOVA, teste de Tukey, 0,05%) para verificar a correspondéncia
entre os resultados. As mesmas plantas foram usadas em ambas as repeticdes, que foram
realizadas com um intervalo de 15 dias entre o fim de um teste e inicio do outro, assim
todas as plantas encontravam-se na condicdo de controle. Foram comparados
estatisticamente os dados do teste JIP (Fy, F,,, F./F,,, ABS/RC e DIyRC), as curvas OJIP
e as bandas L e K (Vok € Voj). Como os resultados das duas repeticoes foram
semelhantes, foram usados para a apresentacdo dos resultados os dados de apenas um

experimento.
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4.RESULTADOS

Durante a realizacdo dos experimentos, as condi¢des climdticas mantiveram-se
constantes. As plantas submetidas a alta irradidncia (2330 * 76 pmol m™s”) ndo
apresentaram nenhuma alterag¢do visivel, como murcha das folhas ou lesdes provocadas

pela exposi¢do a alta luminosidade.

4.1 Pigmentos fotossintéticos

A concentracdo de clorofila a clorofila b e de pigmentos carotenoides diferiu
(p<0,05) entre as espécies avaliadas, com os maiores valores obtidas para a espécie Cs,

Miltonia spectabilis. A concentracdo de clorofila total ndo diferiu entre as espécies

(Figura 1).
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Figura 1. Concentragdo de pigmentos fotossintéticos em plantas de Miltonia spectabilis
e Cattleya guttata. Clorofila a, (Chl a), clorofila b (Chl b), clorofilas totais (Chl Total) e
carotendides (Car) (Tukey 0,05%).

4.2 Efeitos da exposicao das plantas a luz solar nos transientes OJIP

Em C. guttata e M. spectabilis ocorreram altera¢des na estabilidade do complexo
de evolucdo do oxigénio-CEQ, evidenciando o aparecimento da banda K (AVy;) (Figura
2 A e B). Em Ts e Tjs, valores positivos da banda K foram observados em ambas as
espécies. Em C. guttata, um leve aumento dos valores da banda K (0,02) em Ts foi

observado. Em Tss_ por tanto os valores apresentaram com uma amplitude mais elevada
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(0,06). Em M. spectabilis, os valores da banda K foram mais elevados (0,05) em Ts

(0,05) do que em Tss (0,02). Ao contrdrio, as curvas da banda K em Tj foram

negativas em ambas as espécies (Figura 2 A e B).

A exposicdo a luz solar plena resultou em valores da banda L (AVek) com

amplitudes positivas em todos os tratamentos (Figura 2 C e D) também para ambas as

espécies. Apesar dos valores de AVk serem positivos, as variagdes entre os diferentes

tempos de exposi¢do foram pequenas. Para M. spectabilis, espécie Cs, valores maximos

da banda L préximos de 0,04 (unidade relativa) foram obtidos para os trés tratamentos.

Por outro lado, em C. guttata, os valores variaram positivamente entre 0,03 e 0,06.
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Figura 2. Diferencas cinéticas da fluorescéncia variavel, evidenciando o aparecimento
da banda K [AVo; = (AVoy gatamento) - (AVoy conwole)] € da banda L [(AVok = (AVok
tratamento) -~ (AVOK controle)] €m C. guttata (A e C) e M. spectabilis (B e D). As curvas
mostram o efeito em Ts, Tss e Tz, logo apds a exposi¢do das plantas a alta luz (tempo
0). O tratamento controle € referente as medidas da fluorescéncia da Chl a, realizadas 5
horas antes da exposi¢do das plantas a luz solar plena. As curvas representam a média

de 8 medida em 5 plantas.
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A Figura 3 mostra os célculos em forma em parametro para as bandas K e L.
Estes célculos permitem quantificar as alteracOes ocorridas nos valores das bandas,
assim como € feito para os parametros do teste JIP (SRIVASTAVA et al., 1997; CHEN
et al., 2016). Os resultados apresentados na figura 3 A-C mostram que ndo ocorreu
variacdo para os valores da banda K em ambas as espécies, exceto para C. guttata em

Tss, onde houve um aumento de 18% com recuperacgdo ao final da tarde.

Por outro lado, altera¢des na banda L (Figura 3 D-F) em resposta a exposicao a
alta luminosidade ocorreram em todos os tratamentos para ambas as espécies. Em C.
guttata, nao houve relacdo entre o tempo de exposi¢cdo e o aumento dos valores da
banda L, pois Ts e Ty apresentaram aumento de 13,5% e em T35 o aumento foi de 28%.

Em M. spectabilis, os valores da banda L. aumentaram 33% em Ts e T35 € 75% em Ty.

Os sinais de recuperacdo em C. guttata para os valores da banda L em Ts e Ty
ocorreram ap6s Sh (Figura 3 D e F). Em M. spectabilis, a recuperagdo dos valores da
banda L em Ts e em T35 também ocorreram apds Sh. Porém as alteragdes ocorridas em
valores de Ty para M. spectabilis e em Tss para C. guttata, ndo apresentaram

recuperacdo até o final do experimento, ou seja, a recuperacao ocorreu apos 91h.
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Figura 3 Diferencas cinéticas da fluorescéncia varidvel. Banda K [Vo; 300 = (F3p0us —
F()) / (FJ— F()) (A, Be C)] e Banda L [VOK 100 = (FIOOps — F()) / (F300 - F()) (D, Ee F)]
em C. guttata e M. spectabilis submetidas a alta luminosidade. As medidas da
fluorescéncia da Chl a referem-se ao controle (-5), a primeira medida apds a exposi¢ao
das plantas a luz solar plena (Oh), a recuperacdo até o final da tarde (5h) e a recuperagao
ap6s 19, 43 e 91h. As barras indicam o erro padrio e as letras as diferencas entre os
horérios dentro de cada espécie separadamente. As letras sublinhadas representam C.
guttata. Teste de Tukey 0,05%. Média de 5 plantas/8 medidas.

4.3 Alteracoes e recuperacio nos valores dos parametros do teste JIP em M.
spectabilis e C. guttata provocadas pela exposicao a luz solar plena

As alteracdes causadas pela exposicdo das plantas a luz solar plena nos
parametros do teste JIP foram constatadas através da comparacdo, dentro de cada
espécie, das medidas da fluorescéncia da Chl a entre os valores obtidos das plantas do
controle (-5) mantidas sob baixa irradiancia (220 +9,3 pmol m'2s'1) com os valores
obtidos no tempo zero, apds a exposi¢do das plantas a alta irradiancia (2330 £ 76umol
m?s™"). Foram considerados como recuperados os valores que, apds determinado
periodo de tempo, estabilizaram-se (estatisticamente) nas mesmas condi¢des do

tratamento controles.
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A comparacdo das alteracdes ocorridas nos valores dos parametros entre C.
guttata e M. spectabilis foi obtida através de calculos de porcentagem, onde os valores
do tratamento controles de cada espécie foram tomados como referéncia para
determinar as alteragdes ocorridas nos demais horarios (DIAS e MARENCO, 2006;
DIAS e MARENCO, 2007).

Os dados apresentados na Tabela 1, mostram as diferencas estatisticas
decorrentes da exposic@o das plantas a luz solar plena entre os intervalos de tempo (Ts,
Tss e Tiao) em cada espécie. E possivel observar que os valores de Fy, F,, e F/F,,
diferiram-se significativamente entre os intervalos de tempo, exceto para os valores de

Fyem C. guttata, onde as alteracdes ocorridas entre Tss e T»9 ndo foram significativas.

Verificou-se diferencgas significativas nos valores da fluorescéncia inicial (F),)
entre as espécies, com os maiores valores registrados para a espécie Cs (M. spectabilis)
(Figura 4 A-C). Ao serem expostas a alta luz em diferentes intervalos de tempo, um
aumento em Fy de 22 e 16% em Ty e Tss respectivamente foi observado em M.
spectabilis (Figura 4 B-C). Ao contrdrio, aumentos em F, em C. guttata foram
observados apenas em Tss (16%) sem diferencas significativas para Ts e Ty (Figura 4
B). Este aumento nos valores de Fj persistiram apds a exposicao das plantas a alta
luminosidade. Em M. spectabilis, os valores de Fy em T}, retornaram a condicao inicial

somente apds 43 h.

Por outro lado, a exposi¢ao das plantas a alta luz causou reducdes significativas
(»<0,05) nos valores da fluorescéncia maxima (F,) de maneira similar em ambas as
espécies. Esta reducgdo teve relacdo direta com o tempo de exposi¢ao das plantas a luz.
Em M. spectabilis, a reducao de F,, foi de aproximadamente 17,5, 36 e 50% e em C.
guttata, 16,7, 26 e 48% para Ts_Tss, Tiao, respectivamente (Figura 4 D-F). Em Ts e Tss,
a recuperacao total dos valores de F,, ocorreu ja no final da tarde (5 h apds a exposi¢ao
a luz solar plena) em ambas as espécies. Em Ty, porém, a recuperacio de F,, foi mais
rdpida em C. guttata e ocorreu apds 43 h, enquanto que em M. spectabilis, a

recuperagdo dos valores de F,, s6 ocorreu apds 91 h (Figura 4 D-F).

Analogamente aos resultados obtidos para F,, plantas expostas a alta luz
apresentaram reducdo significativa nos valores da eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII, F\/F,, a qual foi dependente do tempo de exposi¢do. Em Ty, a reducio de F\/F,,

foi de 33% e 28% em M. spectabilis e C. guttata, respectivamente. Ao contrario, a
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reducdo dos valores de F\/F,, em T35 foi maior em C. guttata (18%) comparativamente a
M. spectabilis (13%) (Figura 5 G-1). Em Ts ocorreu uma pequena reducao (7%) em M.
spectabilis. O tempo requerido para a recuperacao dos valores da eficiéncia fotoquimica
maxima do FSII (F\/F,) em C. guttata foi menor em T35 e ocorreu apos 5 h. Em M.
spectabilis, a recuperacao de F\/F,, s6 ocorreu apés 19 h. Em Ty, F\/F,, recuperou-se

ap6s 19 e 91 h em C. guttata e M. spectabilis, respectivamente.



Tabela 1. Comparagdo dos parametros do teste JIP entre tratamentos (Ts, Tss €T129). Os valores de cada parametro referem-se as
médias obtidas em 5 plantas (+ Desvio padrdo). As letras representam as diferencas entre os tratamentos apresentados nas colunas,
dentro de cada espécie. Teste de Tukey 0,05%. Fluorescéncia inicial (Fy), fluorescéncia maxima (F,) e eficiéncia fotoquimica

maxima do FSII (F,/F},).
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Figura 4. Fluorescéncia inicial Fy (A, B e C), fluorescéncia méxima F,, (D, E e F) e
eficiéncia fotoquimica maxima do FSII F\/F,, (G, H e 1) em plantas de C. guttata e M.
spectabilis submetidas a alta luminosidade. As medidas da fluorescéncia da Chl a,
referem-se ao controle (-5), a primeira medida apds a exposicdo das plantas a luz solar
plena (Oh), a recuperagdo até o final da tarde (5h) e a recuperacdo apds 19, 43 e 91h. As
barras indicam o erro padrdo e as letras as diferengas entre os horarios dentro de cada
espécie separadamente. As letras sublinhadas representam C. guttata. Teste de Tukey
0,05%. Média de 5 plantas/8 medidas.

Os valores do fluxo de absor¢ao (pelas clorofilas do sistema antena) por centros
de reacdo ativos (ABS/RC) aumentaram 45,5 e 52,5% para Tszs e Tip0em C. guttata. Em
M. spectabilis, o aumento foi de 20,7, 21,6 e 46% para Ts, Tss e Ty, respectivamente

(Figura 5 A-C).
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O aumento nos valores de ABS/RC foi acompanhado pelo aumento dos valores
do fluxo de dissipacdo de energia de excitacao por centro de reacdo ativo (DIy/RC) em
ambas as espécies. Assim como em ABS/RC, o aumento dos valores de DIy/RC foram
maiores em C. guttata (160 e 272% para Tss e Tiag, respectivamente) Em M. spectabilis,
o aumento de DIyRC foi de 57, 87 e 243% para Ts e Tss T}z, respectivamente (Figura 5
D-F).
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Figura 5. Fluxos de absorcdo (pelas clorofilas do sistema antena) por centros de reacdo
ativos, ABS/RC (A, B e C) e de dissipagdo de energia de excitagio por centros de reacao
ativos DIyRC (D, E e F) em C. guttata e M. spectabilis submetidas a alta luminosidade.
As medidas da fluorescéncia da Chl a referem-se ao controle (-5), a primeira medida
apds a exposi¢cao das plantas a luz solar plena (Oh), a recuperacdo até o final da tarde
(5h) e a recuperacao apds 19, 43 e 91h. As barras indicam o erro padrdo e as letras as
diferencas entre os hordrios dentro de cada espécie separadamente. Tukey 0,05%. Média
de 5 plantas/8 medidas.

Apesar de ter sofrido maior alteragdo em Ty, 0 tempo de recuperacdo de
ABS/RC em C. guttata foi menor, ou seja, 19 h em relacdo ao mesmo tratamento em M.
spectabilis, onde a recuperacdo ocorreu somente apds 91h. Em Tss, a alteracdes em

ABS/RC em C. guttata também foram maiores, mas a recuperacdo ocorreu ao final da
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tarde em ambas as espécies. Em Ts, M. spectabilis também apresentou recuperagdo de

ABS/RC ao final da tarde.

Os valores de DIy/RC, apresentaram recuperacdo apos 19 h em C. guttata para
Tss e Ti20. Em M. spectabilis, os valores recuperaram -se ao final da tarde para Ts e Tss

e apods 43 h para Ty, (Figura 5 D-F).
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Figura 6. Centros de reacao ativos por seccao transversal, RC/CSy (A, B e C) e indice de
desempenho fotoquimico, PI () (D, E e F) em C. guttata e M. spectabilis submetidas
a alta luminosidade. As medidas da fluorescéncia da Chl a referem-se ao controle (-5), a
primeira medida apds a exposi¢do das plantas a luz solar plena (Oh), a recuperacao até o
final da tarde (5h) e a recuperacao apds 19, 43 e 91h. As barras indicam o erro padrdo e
as letras as diferencas entre os hordrios dentro de cada espécie separadamente. Tukey
0,05%. Média de 5 plantas/8 medidas.

Apesar dos valores de ABS/RC e DIyRC em C. guttata terem apresentado
alteracOes significativas das andlises da fluorescéncia da Chl a entre os valores do
controle (-5) e os valores tempo 0 (Figura 5), as comparacdes entre os tratamentos T3s €
T10 ndo foram significativas (Tabela 2). Para M. spectabilis, as alteracdes em ABS/RC e
DIy/RC foram significativas tanto entre as andlises dos diferentes horarios (Figura 5)

como para os diferentes tratamentos
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Tabela 2. Comparagdo dos parametros do teste JIP entre tratamentos (Ts, Tss €T20). Os valores de cada parametro referem-se
as médias obtidas em 5 plantas (£ Desvio padrdo). As letras representam as diferengas entre os tratamentos apresentados nas
colunas, dentro de cada espécie. Teste de Tukey 0,05%. Fluxos de absorcao (pelas clorofilas do sistema antena) por centros de
reacdo ativos (ABS/RC) e de dissipacdo de energia de excitacdo por centros de reacdo ativos (DIy/RC). Centros de reagdo
ativos por seccdo transversal (RC/CS)y) e indice de desempenho fotoquimico (P! (ipsar))-
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Os valores de RC/CSy reduziram 22 e 26% em Tss e Ty respectivamente em C.
guttata. Para M. spectabilis, redugdes de RC/CS, de aproximadamente 25% ocorrera em
Ti20. Os sinais de recuperagao de RC/CS, ocorreram ao final da tarde em Tj,y para ambas

as espécies. Em Tss, a recuperagdao de RC/CSy ocorreu ap6és 19 h em C. guttata.

As redugdes no indice de desempenho fotoquimico, PI (i), €m C. guttata, foi de
41,5 e 42,5% em Tss e T 0, respectivamente. Porém, estes valores continuaram reduzindo
até o final da tarde, atingindo valores préximos a 54,5 e 54% (Figura 6 F). Em M.
spectabilis, os valores de PI () SO apresentaram reducdo em Ty (54,5%) A
recuperagdo dos valores de PI (1) Ocorreu ao final da tarde. Em C. guttata, a recuperagdo
de PI 111y ocorreu na manha do dia seguinte, apos19h, para as alteracdes ocorridas em

T120. Porém, em T35, s6 foram observados sinais de recuperacdo apds 43h.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo foram usadas curvas OJIP e os dados dos parametros do teste JIP
para determinar as alteragdes fotoquimicas em C. guttata e M. spectabilis expostas a alta
luminosidade durante 5, 35 e 120 minutos. Diversos estudos combinam dados da cinética
das curvas dos transientes OJIP com anélises do teste JIP como um método util e pratico
para avaliar a tolerancia de plantas ao estresse abiotico (OUKARROUM et al., 2007;
MEHTA et al., 2010; MARTINS et al., 2015; CHEN et al., 2016).

Durante o periodo de recuperagdo, as plantas permaneceram em ambiente
iluminado, sob baixa irradiancia (220 + 9,3 umol m'zs'l) A auséncia de luz durante a fase
de recuperacio, pode impedir um reparo completo dos danos (TOTH et al., 2005). A luz é
necessdria para a sintese de ATP, que por sua vez € necessdria para a sintese da proteina
D1 (EDHOFER et al., 1998; KATO et al., 2015). Assim a baixa intensidade de luz gera a
producdo de ATP, necessdria para o reparo do FSII e ndo induz uma fotoinibi¢dao
adicional, proporciona uma recuperagao mais eficaz, do que se a recuperagcao ocorresse
na auséncia total de luz solar (ELSHEERY et al., 2007).

O resultado da andlise de pigmentos fotossintéticos mostrou que M. spectabilis
apresentou maior concentracdo de clorofila a, b e pigmentos carotendides (Figura 1).
Porém, estes resultados ndo conferiram a espécie melhor desempenho fotoquimico,
comparativamente a C. guttata. Os pigmentos fotossintéticos absorvem luz para
impulsionar a fotossintese. Eles constituem o complexo antena, absorvendo luz e
transferindo a energia de excitagdo para os centros de reacao constituidos por moléculas
de clorofila a. Os centros de reacdo, entdo, sao ativados e liberam elétrons, dando inicio
aos processos fotoquimicos (HALLIK et al., 2012). O fato de M. spectabilis ter
apresentado maior concentragdo de pigmentos fotossintéticos, mas ndo ter apresentado
melhor desempenho fotoquimico que C. guttata pode ser justificado porque, as
concentragdes de pigmentos, principalmente clorofilas, ndo podem ser diretamente
relacionados ao desempenho fotoquimico, pois o tamanho das antenas, por centro de
reacao ativos (ABS/RC) € mais importante para determinar o desempenho fotoquimico do
que o conteido de pigmentos encontrados nos cloroplastos das folhas (DINC et al.,
2012). Isto é sustentado pelas alteracdes nos valores de ABS/RC, que foram maiores em

C. guttata.
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As variagdes nos transientes OJIP mostraram que ambas as espécies apresentaram
curvas AVpk (banda L) positivas na primeira medida da fluorescéncia da Chl a apés a
exposicao a luz solar plena, independente do tempo de exposi¢ao (Figura 2 C e D).
Curvas positivas para a banda L sugerem a ocorréncia de perda de conectividade
energética provocada pelo excesso de luz (STRASSER, 1997). O aparecimento de curvas
positivas para a banda L, estd relacionado com efeito negativo provocado por fatores de
estresse (CHEN e CHENG, 2010; ADAMSKI et al.,, 2011; GOMES et al., 2012;
CUCHIARA et al., 2015;).

O aparecimento da banda K € descrito como indicador de alteracdes no lado
doador de elétrons do FSII causado geralmente pelo déficit hidrico e por altas
temperaturas (STRASSER et al., 2004). Porém, o aparecimento da banda K também pode
ser associado a alta luminosidade, que provoca inibi¢cdo do CEO e alteragdo na estrutura
do complexo antena do FSII (FISHER et al., 2006; MATHUR et al., 2014). Neste estudo,
em ambas as espécies, foi observado o aparecimento da banda K com valores positivos
para os tratamentos de Ts eTss e valores negativos Tiy (Figura 2 A e B). Os valores
positivos obtidos nos tratamentos de Ts €T3s indicam danos entre o lado doador e aceptor
do FSII, resultante de um desequilibrio entre o fluxo de elétrons do CEO para o centro de
reacdo e do lado aceptor do FSII em direcdo ao FSI (STRASSER, 1997; CHEN e
CHENG, 2010). Por outro lado, os desvios negativos observados em T,y sdo indicativos
de maior estabilidade do sistema fotossintético relacionada a velocidade de reposicao de
elétrons para o complexo Y, e a transferéncia de Pegp para a Qa (STRASSER et al., 2004).
Isso mostra uma tendéncia de aclimatacdo do CEO a alta luz, que ocorreu ao longo do

tempo de exposi¢do tanto para a espécies CAM como para a espécie Cs.

O aumento ocorrido nos valores de Fy para T3s, para ambas as espécies (Figura 4
A-C), podem ser atribuidos ao aumento do nimero de clorofilas funcionais que nao estao
ligadas aos Centros de Reacdo do FSII (CAJANEK et al., 1998; STIRBET, 2013). Este
aumento, provoca inibicdo da transferéncia de elétrons da Plastoquinoma A para a
Plastoquinoma B, o que indica que ocorreu danos na proteina D; como consequéncia da

fotoinibi¢do (ARO et al., 1993; DIAS e MARENCO, 2006).

O fato dos valores de Fy em Ty ndo terem apresentado alteracdes significativas
em C. guttata (Figura 4 B) estd de acordo com os resultados descritos por DIAS e

MARENCO. (2006). Estes autores, analisaram o efeito da exposi¢ao a luz solar plena em
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Minquartia guianensis (espécie tolerante a sombra) e Swietenia macrophylla (espécie
tolerante ao sol) e constataram que ambas as espécies apresentaram aumento significativo
de Fy para Tss, mas, em Tjp, aumentos dos valores de Fy ocorreu somente em M.
guianensis. Este resultado foi relacionado com a capacidade de aclimatacdo da espécie
tolerante ao sol.

Ao contrédrio do observado em Fy, redugdes significativas e graduais dos valores
de F,, foram observadas em ambas as espécies para todos os tratamentos de exposi¢ao a
luz solar plena (Tabela 1 e Figura 4 D-F). A reducdo dos valores de F,, € atribuida a
dissipacdo ndo fotoquimica da energia de excitagdo que ocorre principalmente através do
ciclo das xantofilas, no qual a violaxantina € convertida em zeaxantina. Por meio da a¢do
do ciclo das xantofilas, o excesso de energia absorvida € dissipado, retardando danos
oxidativos ao FSII causados pela exposi¢ao a luz solar (DEMMING-ADAMS e ADAMS,
1992).

O aumento dos valores de Fy associado com a redu¢do em F,, resultou em uma
reducdo dos valores da eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F\/F,,). Essa redugao
também ocorreu de forma gradual em ambas as espécies (Figura 4 G-I). A redugdo dos
valores de F\/F,, estd diretamente relacionada com a inativacdo dos centros de reacdo do

FSII e, portanto, a ocorréncia de fotoinibicdo (SCHANSKER et al., 2014).

A reducgdo dos valores de F\/F, é apresentada como consequéncia do efeito de
diferentes fatores de estresse aos quais as plantas sao submetidas. FORIERI et al. (2016)
atribui a reducdo de F\/F, como consequéncia do estresse em plantas de Milho (Zea
mays) provocadas pelo aumento da concentracdo de sal. POMPEIANO et al. (2016)
relacionou a redugdo de F,/F,, ao aumento no tempo de exposicdo a salinidade em
Paspalum vaginatum. A reducdo de F,/F,, também ¢é atribuida ao estresse provocada pela
alta luminosidade (DIAS e MARENCO, 2006; DIAS e MARENCO, 2007, LAVINSKY
et al., 2014).

O aumento dos valores de Fy e reducdo nos valores de F\/F, e de Fm,
principalmente nos tratamentos de maior tempo de exposi¢do a luz solar plena (T35 e
Ti20) estdo de acordo com os resultados obtidos por DIAS e MARENCO. (2007). Os
autores analisaram o efeito da alta radiacdo em espécies arboreas aclimatadas a ambiente
de baixa irradidncia e também relataram que o aumento dos valores de Fy foram
acompanhados pela reducao dos valores de F,, e de F\/F,. LAVINSKY et al. (2014)

analisaram o efeito da alta luminosidade na aclimatacdo de Euterpe edulis ap6s as plantas
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serem transferidas para uma clareira aberta no sub bosque de uma floresta e também
constataram aumento de Fy e reducdo de F, e de F,/F,, logo apds a transferéncia das
plantas.

As alteracdes nos valores de Fy, F,,, F\/F,, em T35 observadas em M. spectabilis e
C. guttata caracterizam o evento de fotoinibicdo dindmica considerando que as plantas
recuperaram-se ao final da tarde. No entanto, as alteracdes em Ty para ambas as
espécies sdo consideradas como fotoinibicdo cronica, devido ao maior tempo de
recuperagao observado (DEMMING ADAMS et al., 2012). A recuperacdo dos valores
destes parametros em T,y ocorreu entre 19 e 43 horas em C. guttata. Em M. spectabilis,
a recuperacdo ocorreu entre 43 e 91 horas, mostrando que, embora as duas espécies
tenham sofrido fotoinibicdo crénica em Ty, os danos foram mais severos em M.
spectabilis.

Os resultados obtidos neste estudo para a banda K, que mostra a evolug¢do do
complexo do oxigénio, ndo confirmam a hipétese de que os danos provocados pela
fotoinibi¢do inicialmente afetam o CEO e posteriormente danificam o FSII, proposta por
TAKAHASHI e BADGER. (2011) e por ZAVAFER et al. (2015), pois, o CEO
apresentou tendéncias para a aclimatacdo em ambas as espécies e os parametros Fy, F, €
F\/F,,, mostraram que ocorreu danos no FSII, que resultaram em fotoinibig¢ao.

Por conseguinte, o aumento significativo dos valores de ABS/RC obtidos para C.
guttata € M. spectabilis esta relacionado com o aumento do tamanho efetivo do sistema
antena associado a um centro de reacao ativo e € calculado como o niimero total de fétons
absorvidos por molécula de clorofila de todos os centros de reacio divididos pelo nimero
total de centros de reacdo ativos, sendo, portanto, influenciado pela razdo de centros de
reacdo ativos/inativos (MEHTA et al., 2010). Este resultado representa uma estratégica
adaptativa das espécies para melhorar a absor¢do de energia de excitacdo (SMIT et al.,
2009). Porém o aumento dos valores de ABS/RC foram acompanhados por aumentos na
dissipacdo de energia (DIYRC), o que sugere a existéncia de mecanismos que
proporcionam a fotoprote¢do. A recuperagdo dos valores de ABS/RC e DIy/RC em M.
spectabilis foi proporcional ao tempo de exposi¢do. Mas, em C.guttata os valores de
DIyRC, nos tratamentos de 35 e 120 minutos, recuperaram-se no mesmo intervalo de
tempo, indicando que o maior tempo de exposi¢do ndo resultou em uma maior taxa de
dissipacdo de energia para a espécie.

Os resultados obtidos para PI () apds a exposicdo das plantas a luz solar,

revelaram reducdes similares em C. guttata ao longo do dia em Ty e Tzs. Em M.
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spectabilis, os valores de PI (i) sO reduziram em Tjp € a recuperagdo se deu em um
periodo de tempo menor do que aquele requerido para C. guttata (Figura 6 F; Tabela 2).
O indice de desempenho fotossintético [PI (] € um indicador de “vitalidade” da planta
que combina a densidade de centros de reacdo, o fluxo de energia maximo que chega ao
FSII, o transporte de elétrons e a reducdo dos aceptores finais do FSI (METHA et al.,
2010). A redug@o dos valores de PI () revela os danos ocorridos no aparato
fotossintético devido o estresse causado pela luz solar (TSIMILLI-MICHAEL e
STRASSER, 2008; YUSUF et al., 2010; MARTINS. et al 2015).

As andlises dos resultados permitem sugerir que C.guttata apresentou plasticidade
fisiolégica para aclimatar-se ao estresse continuo provocado pela luz. Essa aclimatacdo
pode ser notada através dos dados das alteracdes sofridas em Fy, onde os valores de Ty
ndo apresentaram variagao significativa. Este resultado foi confirmado pelo aparecimento
de curvas negativas da banda K em T,y € pelo aumento nos valores da banda L em Tss
terem sido maiores do que em Tjy. Soma-se a estes dados as alteracdes que ocorreram
nos valores de PI (1), RC/CSy, ABS/RC e em DI/RC, para os quais, também ndo foram
observadas diferencas significativas entre os valores de Tss e Ty (Tabela 1 e 2). O
mesmo pode ser verificado nos sinais de recuperacdo dos valores destes parametros
(banda L, DIy/RC, PI (1o11) € RC/CSp), que ocorreu em um intervalo de tempo menor em
Ti20 do que em Tss. Este comportamento de C. guttata em resposta a exposi¢do a luz
solar plena em diferentes intervalos de tempo é explicado por LARCHER. (2006).
Segundo o autor, as plantas, ao serem submetidas a estresse, inicialmente perdem a
estabilidade e as fun¢des que mantém as atividades vitais. Se a intensidade do estresse
ndo se altera, ocorre processos de reparo, onde substancias de prote¢do sdo rapidamente
produzidas. Apés essa fase, as plantas adquirem resisténcia mesmo sob estresse continuo
e ocorre estabilidade e normalizacdo das fungdes que resulta na aclimatagao.

Plantas CAM, como C. guttata, evoluiram a partir de plantas C; e apresentam
convergéncia evolutiva em termo de caracteristicas anatdmicas € metabdlicas, como um
alto grau de suculéncia nas folhas e pseudobulbos. Estas caracteristicas conferem as
espécies CAM resisténcia ao déficit hidrico e também a alta luminosidade (BORLAND et
al., 2011). A aclimatacdo de C. guttata também pode ser atribuida ao fato da espécie
possuir folhas mais resistentes com um periodo de vida mais logo do que M. spectabilis,
espécie Cs. De acordo com LOVELOCK et al. (1998), plantas que possuem folhas mais
resistentes com periodos mais longos de vida, dissipam mais energia através de

mecanismos das vias fotoquimicas comparativamente aquelas que possuem tempo de
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vida mais curto. O aumento na dissipa¢do de energia (DIy/RC) observada neste estudo
sustenta esta afirmacdo, pois as porcentagens de aumento dos valores deste parametro
foram maiores em C. guttata do que em M. spectabilis. Assim, sugere-se que a
longevidade da folha de C. guttata confere maior resisténcia a danos causados pela alta

irradiacdo (KRAUSE et al., 2003).

Por fim, a aclimatacio de M. spectabilis a luz também j4 foi constatada em estudo
realizado por PIRES et al. (2012), os quais analisaram caracteristicas fisiolégicas e
morfolégicas de M. spectabilis cultivadas em diferentes niveis de luz. Os autores
constataram que a espécie possui plasticidade para aclimatar-se a diferentes niveis de luz,

porém, esta aclimatac¢do ocorreu ao longo de 90 dias.
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6. CONCLUSAO

A concentracdo de pigmentos obtidos nas plantas controle em ambas as espécies

ndo esta diretamente relacionada a efici€éncia no desempenho fotoquimico.

As curvas da banda L indicam que ocorre perda conectividade energética em

ambas as espécies e para todos os tratamentos de exposicao a luz solar plena.

As curvas da banda K revelam uma tendéncia de aclimatacdo do CEO a alta luz

tanto para a espécie CAM como para a espécie Cs.

Os dados dos pardmetros do teste JIP, mostram que em M. spectabilis, as
alteracdes sao diretamente relacionadas com o tempo de exposi¢cdo a luz solar plena.
Assim como o tempo de recuperagdo também é proporcional ao dano, ou seja, quanto

maior as alteracdes, maior o tempo para recuperagao.

C. guttata, apresenta aclimatagdo a exposicao a alta luz, isso € constatado pela
auséncia de diferencas significativas entre os diferentes tratamentos, Tss e Tjz, na

maioria dos paradmetros do teste JIP analisados.

Ambas as espécies sofrem fotoinibicdo dindmica nos tratamentos de Tis e
fotoinibi¢c@o crénica em Tiz9. No entanto, os danos sdo mais severos em M. spectabilis

devido a necessidade de maior de tempo para a recuperagao.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, além dos dados dos parametros do teste JIP, apresentados, outros
parametros também foram analisados, como: AREA (drea complementar total entre a
curva de indugdo de fluorescéncia e F = Fy), S,, (4rea normalizada, acima do transiente
OJIP) Sm/Tfmax (o tempo (em ms) para atingir a intensidade maxima de fluorescéncia em
F.), TR/RC (Fluxo de energia capturada por centro de reacdo) e ET¢/RC (Fluxo de
energia para o transporte de elétron). Porém, os valores destes pardmetros nao
apresentaram sensibilidade a exposicao a alta luz, isso permite sugerir que ndo sao bons

indicadores de alteracdes provocadas pela alta luminosidade.

Na apresentacdo dos resultados foi possivel verificar que os valores de alguns
parametros, ndo apresentaram recuperacdo dentro do tempo maximo estipulado para a
realizacdo das medidas da fluorescéncia da Chl a. Apesar deste fato nao ter
comprometido os resultados, sugere-se que em experimentos futuros as andlises sejam

realizadas em um periodo de tempo maior.

Os estudos que investigam os diferentes metabolismos de fixacdo de carbono, em
geral estdo relacionados ao déficit hidrico, variagdes de temperatura, concentragdes de
CO2 e luminosidade, deste modo, seria importante a realizacdo de experimentos que
investigasse o efeito simultdneo destes fatores sobre o desempenho fotossintético das
plantas, a fim, de elucidar de forma mais precisa o efeito destes fatores no crescimento,

desenvolvimento e aclimatacdo das espécies.

Os dados apresentados neste trabalho sdo importantes, para os conhecimentos do
desempenho fotoquimico das espécies submetidas a luz solar plena e podem ser usados

na tomada de decisdo a respeito da preservagao e reintrodugao das espécies estudadas.
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