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RESUMO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazoénia e de grande
interesse econdmico no Brasil e no mundo. O Brasil € o maior produtor mundial do fruto de
acai, sendo o estado do Para o maior produtor nacional. Essa producéo era destina ao consumo
local, porém a conquista de novos mercados e 0 aumento nas exportacdes estimulou a
expansdo dos plantios comerciais em terra firme. As crescentes emissdes de gases
relacionados ao efeito estufa deverdo influenciar o aumento da temperatura e o estresse
térmico leva a uma série de alteracGes fisioldgicas, bioquimicas nas plantas. Nesse sentido a
sensibilidade do acaizeiro ao estresse térmico estd relacionada a perda progressiva da
atividade da Rubisco em funcdo do tempo de exposicdo das plantas ao estresse e suas
consequéncias na fisisologia da planta. Além disso a busca de materiais tolerantes a esse tipo
de esrtesse se torna primordial para contornar os efeitos negativos ocasionados pelo mesmo.
Nesse contexto a variedade BRS-PA, que apresenta maior tolerancia ao déficit hidrico que
materiais ndo melhorados ou nativos, também apresenta maior tolerancia ao estresse térmico.
Para testar essas hipoteses, dois experimentos independentes foram conduzidos com 0s
objetivos de avaliar a magnitude das alteracOes fisiologicas diretamente relacionadas ao
metabolismo fotossintético em funcdo de diferentes tempos de exposicao das plantas ao
estresse térmico e avaliar o comportamento fisiolégico e bioquimicos de dois materiais
vegetais de acaizeiro submetidos (material vegetal nativo, Wt; e var. BRS-PA) a alta
temperatura. O acaizeiro é extremamente sensivel ao estresse térmico, tanto em sua
magnitude como quando comparando-se dois materiais vegetais (Wt e BRS-PA )
apresentando danos expressivos no seu aparato fotossintético, a nivel de trocas gasosas e
estabilidade do fotossistema Il, quando submetido a um estresse de 40 °C, ocasionando
alteracBes oxidativas e metabdlicas negativas, como reducdes na atividade da Rubisco,
aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (peroxidacdo lipidica) e diminuicao de
metabdlitos priméarios (amido, glicose e sacarose). No entanto a variedade BRS-PA
apresentou menores danos relacionados ao status hidrico, alteragBes fisiol6gicas e
estabilidade do PSII.

Palavras chaves: alta temperatura, danos celulares, Rubisco, peroxidag&o lipidica.



ABSTRACT

The acai palm (Euterpe oleracea Mart.) Is a palm native to the Amazon and of great
economic interest in Brazil and in the world. Brazil is the world's largest producer of agai
fruit, the state of Para being the largest national producer. This production was destined
for local consumption, but the conquest of new markets and the increase in exports
stimulated the expansion of commercial plantations on land. Increasing greenhouse gas
emissions are expected to influence temperature rise and thermal stress leads to a series
of physiological and biochemical changes in plants. In this sense the sensitivity of
acaiseiro to thermal stress is related to the progressive loss of Rubisco activity as a
function of the time of exposure of the plants to stress and its consequences in plant
physisology. In addition, the search for materials that are tolerant to this type of work
becomes essential to overcome the negative effects caused by it. In this context, the BRS-
PA variety, which presents greater tolerance to water deficit than unimproved or native
materials, also presents greater tolerance to thermal stress. To test these hypotheses, two
independent experiments were conducted with the objective of evaluating the magnitude
of the physiological changes directly related to the photosynthetic metabolism as a
function of the different times of exposure of the plants to thermal stress and to evaluate
the physiological and biochemical behavior of two plant materials of acaizeiro (native
plant material, Wt; and var BRS-PA) at high temperature. The acaizeiro is extremely
sensitive to thermal stress, both in its magnitude and when comparing two plant materials
(Wt and BRS-PA) presenting significant damage in its photosynthetic apparatus, in terms
of gas exchange and photosystem 11 stability, when submitted to a stress of 40 ° C, causing
negative oxidative and metabolic alterations, such as reductions in Rubisco activity,
increase in the production of reactive oxygen species (lipid peroxidation) and decrease of
primary metabolites (starch, glucose and sucrose). However, the BRS-PA variety
presented lower damages related to water status, physiological changes and PSI1 stability.

Keywords: high temperature, cellular damage, rubisco, lipid peroxidation.



CAPITULO 01. CONTEXTUALIZACAO

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é uma palmeira nativa da Amazonia
brasileira predominantemente encontrada no Estado do Pard, mas com populagdes
espontaneas também encontradas no Amapa, Maranhdo, Mato Grosso, Tocantins; e em
alguns paises da América do Sul (Venezuela, Coldmbia, Equador, Suriname e Guiana) e
da América Central (Panama). No entanto, é na regido do estuario do Rio Amazonas que
se encontram as maiores e mais densas populacées naturais dessa palmeira, distribuida ao
longo de varzeas e igapos, compondo ecossistemas de floresta natural ou em forma de
macicos conhecidos como agaizais (HOMMA et al., 2006). Também ocorre em areas de
terra firme adjacentes as varzeas e igapés (HOMMA et al., 2006).

O agaizeiro pertence a familia Arecaceae, que abrange, aproximadamente, 200
géneros e cerca de 2.600 espécies, cuja distribuicdo é predominantemente tropical e
subtropical (JONES, 1995). E uma palmeira cespitosa, com até 25 estipes por touceira em
diferentes estadios de desenvolvimento (HENDERSON & GALEANO, 1996;
OLIVEIRA et al., 1998). As folhas sdo compostas pinadas, de arranjo espiralado e 0s
foliolos séo pendentes nos individuos adultos e ligeiramente horizontais nos individuos
jovens, com base obtusa e extremidade apical pontiaguda. Possui sistema radicular do
tipo fasciculado relativamente denso, com raizes emergindo do estipe da planta adulta
(HENDERSON & GALEANO, 1996).

O acaizeiro produz um fruto que constitui a base da alimentacdo ribeirinha
(HOMMA et al., 2014). O fruto do acaizeiro é uma drupa globosa e levemente depressa,
apresentando residuo do estigma lateralmente, com diametro variando entre 1 € 2 cm e
pesando, em média, 1,5 g. Apresenta niveis consideraveis de vitaminas, fibras, gorduras,
vitaminas, antocianinas e antioxidantes (MENEZES; TORRES; SRUR, 2008;
HOLDNERSS et al., 2011). O palmito colhido do estipe é geralmente comercializado em
conserva e sua producao aumentou de forma expressiva nas Ultimas trés décadas do século
XX e inicio do século XXI. O palmito € a parte cilindrica localizada na extremidade

superior do estipe (tronco), que é envolvida pela bainha das folhas (MOURAO, 2010)

No cenario nacional e internacional, o Estado do Par& destaca-se como maior
produtor e consumidor do fruto, respondendo por algo em torno de 80 a 90% da producgéo
de acai (POLL et al., 2013), que supera 700.000 toneladas/ano, proporcionando,
aproximadamente, 350.000 toneladas do suco de consisténcia pastosa chamado

simplesmente acai (CARVALHO, 2013). O mercado tem sido abastecido em sua maior
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parte pela exploracdo de populacfes nativas da planta. No entanto, a quase totalidade
dessas populacgdes ja esta sobre-explorada e para atender a crescente demanda por frutos
faz-se necessario aplicar e/ou intensificar o uso de técnicas de manejo em toda cadeia a
produtiva, iniciando pela implantacdo de pomares em areas de terra firme (CARVALHO,
2013).

Um importante fator que limita o crescimento das plantas, sdo as crescentes
emissdes de gases relacionados ao efeito estufa deverdo influenciar a temperatura na terra.
Estima-se que a temperatura no globo terrestre sofra acréscimos de 0,2 °C a cada dez
anos, o que conduzird a temperaturas entre 1,8 e 4,0 °C mais elevadas do que o nivel atual
no ano de 2100 (IPCC, 2014).

O estresse térmico (ou estresse por altas temperaturas) é frequentemente definido
como 0 aumento da temperatura além do nivel limite para causar danos irreversiveis ao
crescimento e desenvolvimento das plantas (WAHID & CLOSE 2007). Devido ao
aquecimento global, a temperatura estd aumentando continuamente e se tornou uma séria
ameaca ao rendimento de culturas. Temperaturas acima do ideal (normal) sédo
denominadas de estresse térmico, que altera a homeostase celular, levando ao retardo no
crescimento e desenvolvimento e até morte em condic¢des extremas (GIAVENO 2003;
VOLLENWEIDER & GUNHARDT-GOERG 2005).

Em geral, plantas submetidas ao estresse térmico apresentam significativas
alteracdes no crescimento e producdo, perdas estas associadas os efeitos do estresse na
fotossintese (GIAVENO 2003; VOLLENWEIDER & GUNHARDT-GOERG 2005;
ALLAKHVERDIEV et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2008). Os parametros de trocas
gasosas nas plantas sob estresse térmico estdo diretamente relacionados a tolerancia ou
sensibilidade a alta temperatura (YANG et al., 2006; KUMAR et al., 2011). A alta
temperatura afeta consideravelmente o status hidrico, a condutancia estomatica (gs) € a
concentracdo subestomatica de CO2 (Ci) (ASHRAF & HAFEEZ., 2004; GREER &
WEEDON., 2012). Em plantas de arroz (Oryza sativa) submetidas a alta temperatura
(35°C) durante cinco dias, a taxa de assimilagdo de COz reduziu em 16% em relagéo ao
controle (HURKMAN et al., 2009). Em plantas de videira (Vitis vinifera cv. Semillon) a
taxa de assimilacdo de CO> diminuiu 60% com o aumento da temperatura de 25°C para
45°C. Essa redugdo em A foi atribuida ao fechamento estomatico de 15 a 30% (GREER
& WEEDON., 2012). Além disso, sob altas temperaturas é possivel haver a degradacao

de clorofilas a e b, que é resultado da peroxidag&o lipidica da membrana do cloroplasto e
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tilacoides (MOHAMMED & TAPLEY., 2010). Como por exemplo, plantas de tabaco
(Nicotiana langsdorffii) submetidas a 38°C apresentaram 18% de reducdo no teor de
clorofila total (TAN et al., 2011).

A alta temperatura também afeta as propriedades de oxido-reducgdo dos receptores
do FSII e reduz a eficiéncia do transporte de elétrons fotossintéticos (MATHUR et al.,
2014). Dessa forma, o estresse térmico afeta os valores dos parametros relacionados a
fluorescéncia da clorofila a. Por exemplo, em plantas de macieira (Malus domestica)
submetidas a temperatura de 40°C, houve uma diminui¢cdo no rendimento quéntico
méaximo do FSII (F./Fm) e um aumento no valor minimo de fluorescéncia (Fo) (CHEN et
al., 2009; BRESTIC et al., 2013). O aumento em Fo pode ser devido a inativa¢ao da reacao
fotoquimica do FSII ou uma inibicdo no fluxo de elétrons devido a transferéncia reduzida
de Qa para Qs (MARTHUR et al., 2011). Além disso, a diminuicdo da atividade da
Rubisco associada a uma reducdo no transporte de elétrons do PSII pode levar a uma
maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que, caso ndo sejam controladas
efetivamente pelo sistema de defesa antioxidante, pode levar a um estresse oxidativo que
se manifesta, dentre outros, por um aumento na pode causar peroxidacdo lipidica
(RIZHSKY, 2002; BARTWAL et al., 2012).

As diminuicGes na fotossintese em plantas submetidas ao estresse térmico podem
levar também a alteracdo no metabolismo priméario do carbono, alterando assim as
concentracdes foliares de amido e monossacarideos como a glicose e sacarose (WAHID
et al.,, 2007; CAVATTE et al.,, 2012; BITA & GERATS, 2013). Por outro lado a
sensibilidade ao calor em espécies de plantas varia entre gendétipos e estagios de
desenvolvimento (CAMEJO et al., 2005; WAHID et al., 2007; MOLINA-BRAVO et al.,
2011), além disso as repostas das plantas ao estresse térmico envolvem as regulacées dos
processos fisioldgicos ocasionados por mudancas bioquimicas (WAHID et al., 2007).
Atualmente a cultivar, BRS-PA é o Unico material vegetal melhorado geneticamente para
0 plantio em terras altas da Amazonia (OLIVEIRA & FARIA NETO, 2004). Estudos
anteriores demostraram que o BRS-PA cv. Mostrou ter um melhor desempenho
morfofisioldgico sob déficit hidrico moderado (70% da capacidade de campo) em relagéo
a outros materiais vegetais (SILVESTRE et al., 2017). Recentemente, Neves (2018)
observou diferentes padrdes de respostas fisiolégicas em plantas de acaizeiro submetidas
altas temperaturas a 36 e 40 °C por 14 dias. No entanto ndo se ha relatos do efeito das

altas temperaturas em diferentes tempos de exposi¢do ao estresse térmico no acgaizeiro.
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Além disso a busca por gendtipos mais tolerantes ao estresse térmico se torna primordial

para um melhor desenvolvimento e rendimento da cultura.

Nesta pesquisa, foram testadas as seguintes hipdteses: (1) a sensibilidade do
acaizeiro ao estresse térmico (40 °C) esta relacionada a perda progressiva da atividade da
Rubisco em fungdo do tempo de exposicdo das plantas ao estresse e suas consequéncias
na fisisologia da planta, e (2) a variedade BRS-PA, que apresenta maior tolerancia ao
déficit hidrico que materiais ndo melhorados ou nativos (SILVESTRE et al. 2016, 2017),
também apresenta maior tolerancia ao estresse térmico (40°C). Para testar essas hipoteses,
dois experimentos independentes foram conduzidos com os objetivos de (1) avaliar a
magnitude das alteragbes fisioldgicas diretamente relacionadas ao metabolismo
fotossintético em fungdo de diferentes tempos de exposicdo das plantas ao estresse
térmico (40 °C) e (2) Avaliar o comportamento fisiolégico e bioquimicos de dois
materiais vegetais de acaizeiro submetidos (material vegetal nativo, Wt; e var. BRS-PA)

a alta temperatura (40 °C).
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CAPITULO 02: RESPOSTAS FOTOQUIMICAS E BIOQUIMICAS DE MUDAS
DE ACAIZEIRO (Euterpe oleracea Mart.) SUBMETIDAS A DIFERENTES
TEMPOS DE EXPOSICAO AO ESTRESSE TERMICO

1. Introducéo

O estresse térmico ou estresse por alta temperatura € um dos principais estresses
abioticos que limitam a produtividade das plantas (ALLAKHVERDIEYV et al., 2008) e é
frequentemente definido como o aumento da temperatura além do nivel limite para causar
danos irreversiveis ao crescimento e desenvolvimento das plantas (WAHID & CLOSE
2007). Este estresse altera a homeostase celular, levando ao retardo no crescimento e
desenvolvimento e até a morte da planta em condi¢bes extremas (GIAVENO 2003;
VOLLENWEIDER & GUNHARDT-GOERG 2005). No cenario mundial, o estresse
térmico tem sido foco de varias pesquisas principalmente devido as predi¢es de aumento
da temperatura no globo terrestre, as quais poderdo sofrer acréscimos de 0,2 °C a cada
dez anos, podendo resultar em aumentos de 1,8 e 4,0 °C no ano de 2100 (IPCC, 2014).

Os parametros de trocas gasosas nas plantas sob estresse térmico estdodiretamente
relacionados a tolerdncia ou sensibilidade a alta temperatura (YANG et al., 2006;
KUMAR et al.,, 2011). Estudos evidenciaram que algumas variedades de plantas de
algodé@o (Gossypium sp.), pepino (Cucumis sativus) e trigo (Triticum sp.) apresentam
consideravel sensibilidade ao estresse térmico (40 °C), pois 0 estresse causa significativas
reducbes na taxa de assimilacdo liquida de CO2 (A), condutancia estomatica (gs) e
transpiracédo (E), além de danos ao aparato fotossintético (PSII) e aumento na peroxidacdo
lipidica (SAIRAM et al. 2000; MAHAN & MAUGET 2005; CHEN et al., 2017). A alta

temperatura também pode afetar o status hidrico da planta e as reducdes na gs podem
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levar a uma diminuicdo na concentragdo intercelular de CO (Ci) (ASHRAF & HAFEEZ.,
2004; GREER & WEEDON., 2012)

A reducdo na eficiéncia do PSII pode estar associada as alteracdes na fluidez das
membranas dos tilacdides e as alteragcbes no rendimento quéantico do transporte de
elétrons do PSII (LIU et al., 2009). Em plantas de arroz, trigo e milho, foi demonstrado
que o estresse térmico leva a uma diminuicdo na atividade da Rubisco e da Rubisco
ativase, o que explica, pelo menos em parte, as reducdes na fotossintese (PERDOMO et
al., 2017).

As diminuicBes na A em plantas submetidas ao estresse térmico podem levar a uma
alteracdo no metabolismo primério do carbono, alterando assim as concentracdes foliares
de amido e monossacarideos como a glicose e sacarose (WAHID et al., 2007; CAVATTE
et al., 2012; BITA & GERATS, 2013). Em varias mono e dicotiledéneas, a diminuicéo
da fotossintese em plantas submetidas a altas temperaturas levou a diminui¢des nas
concentragdes de amido (WAHID et al., 2007 & MARIAS et al., 2016). Entéo, os efeitos
do estresse térmico na fotossintese tém sido associados as reducfes no crescimento e na
producdo das plantas (GIAVENO 2003; VOLLENWEIDER & GUNHARDT-GOERG
2005; ALLAKHVERDIEV et al., 2008; YAMAMOTO et al., 2008). Em algumas
espécies, contudo, o estresse térmico ndo altera as concentrac@es de sacarose, tendo sido
atribuido a esse dissacarideo um papel osmorregulador que visa atenuar os efeitos do
estresse térmico no status hidrico das plantas (CAVATTE et al., 2012; BITA & GERATS,
2013).

Por outro lado, a diminuicdo da atividade da Rubisco em plantas submetidas ao
estresse térmico tem sido associada a uma reducdo no transporte de elétrons no PSII pode
levar a uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos cloroplastos que,
caso ndo sejam controladas efetivamente pelo sistema de defesa antioxidante, pode levar
a um estresse oxidativo que se manifesta, dentre outros, por um aumento na peroxidagéo
lipidica (RIZHSKY, 2002; BARTWAL et al., 2012). Entdo, variaveis de fluorescéncia da
clorofila a, em especial a eficiéncia maxima do PSIl (F/Fm), € a quantificacdo de
compostos reativos ao acido tiobarbiturico (aldeido malénico, MDA) tem se mostrado,
respectivamente, bons indicadores de foto-oxidacdo ao PSII e peroxidacdo lipidica de
membranas celulares em plantas submetidas ao estresse térmico (HERNANDEZ et al.,
1993; FOYER et al., 1994; OGBONNAYA et al., 2003).
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O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma espécie tropical amplamente encontrada nas
varzeas da Amazonia no norte do Brasil (CATTANIO et al., 2002). Considerando-se 0
cenario de mudancas climéticas globais e as predi¢des de incremento na temperatura do
globo previstas para as proximas décadas (IPCC, 2014) e a partir dos dados de médios de
temperatura do ar que caracterizam as regides produtoras de acai no Estado do Para
sistematizados por NEVES (2018), € possivel sugerir, na 6tica das mudangas climaticas,
que as temperaturas locais possam atingir medias que variem entre 36 e 40 °C até o final
deste seculo. Entdo, este aumento de temperatura pode funcionar como um fator de
estresse relevante para o crescimento e producdo do acaizeiro e de outras culturas

importantes para a agricultura na Amazonia.

Recentemente, Neves (2018) observou diferentes padrdes de respostas fisioldgicas
em plantas de acaizeiro submetidas a 36 e 40 °C por 14 dias. Em geral, as plantas
submetidas a 36 °C apresentaram reducdes em algumas varidveis de fluorescéncia em
relacdo as plantas controle (28 °C). Entretanto, a atividade de enzimas antioxidantes
(dismutase do superoxido, SOD; e peroxidase do ascorbato, APX) controlaram
adequadamente a ocorréncia de peroxidacdo lipidica nesta temperatura. Em contraste, as
plantas submetidas a 40 °C apresentaram reducdes significativas nas trocas gasosas e
variaveis de fluorescéncia, dentre elas as reducdes na Fv/Fm que, associadas a uma maior
concentracdo de MDA, indicaram a ocorréncia de danos foto-oxidativos e peroxidacéao
lipidica nas plantas estressadas. Dessa forma, o agaizeiro mostra-se tolerante a
temperaturas constantes de 36 °C mas sensivel ao estresse térmico por 40 °C (NEVES
2018).

Neste trabalho, foi testada a hipotese de que a sensibilidade do acaizeiro ao estresse
térmico (40 °C) esta relacionada a perda progressiva da atividade da Rubisco em func¢éo
do tempo de exposicdo das plantas ao estresse. Consequentemente, espera-se que as
reducdes na fotossintese levem a uma alteragdo nas concentracfes de carboidratos
primarios e a uma sobrecarga nas reacdes fotoquimicas, esta Ultima disparando danos
foto-oxidativos ao PSII e peroxidacéo lipidica. Desta forma, objetivou-se neste trabalho
avaliar a magnitude das alterac@es fisioldgicas diretamente relacionadas ao metabolismo
fotossintético em funcéo de diferentes tempos de exposi¢édo das plantas de acgaizeiro ao

estresse térmico (40 °C).
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2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal e condicGes experimentais

Mudas de acai (Euterpe oleracea Mart.) foram produzidas em casa de vegetacdo no
Campus da Universidade Federal Rural da Amazonia, em Belém, Para (01°27°29”S, 48°
26°06”W) a partir de sementes de material nativo coletadas de arvores adultas no
municipio de Santa Izabel — Para “Fazenda 2 irmaos”. O clima local é do tipo Afi segundo
Koppen. O semeio foi realizado em setembro de 2017 em bandejas de polietileno
preenchidas com fibra de coco (Golden Mix 87, Sococo Agroindustria da Amazonia,
Ananindeua, Brasil) como substrato de cultivo. A irrigacdo foi realizada manualmente,
com 500 mL de &gua por bandeja a cada dois dias. Apds aproximadamente 60 dias do
semeio, as plantulas mais vigorosas contendo uma Unica folha cotiledonar aberta foram
transferidas para vasos de polietileno de 1,5 L (10 x 14 cm, altura e didmetro) contendo
como substrato 1,4 L de uma mistura composta de terri¢co e cama de aviario curtida (2:1;
v/v). Nesta operacdo, cada vaso recebeu uma sé planta, sendo preparados um total de 48
vasos. A irrigagao foi realizada diariamente, entre 8:00 e 9:00 h, com reposigédo de 100%
de agua necessaria para levar o solo a capacidade de campo (CC), sendo o volume de
agua de irrigacao aplicado estimado pelo método gravimétrico (KLAR et al., 1966). Apos
30 dias do transplantio, as mudas foram fertilizadas com 3,0 g de NPK 18:18:18 e esta
operacdo foi igualmente repetida quatro vezes em intervalos de 30 dias contados apds a
primeira fertilizacdo. Aos 150 dias do transplantio foi realizada uma fertilizacdo com 2,8
g de NPK (16:16:16) por planta.

Apos 180 dias do semeio, 24 plantas uniformes em altura e niamero de folhas (quatro
folhas bipinadas) foram selecionadas para a instalagdo do experimento definitivo, que
consistiu de quatro tratamentos correspondentes a diferentes regimes térmicos assim

definidos:
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Controle (C) — incubagdo das mudas a 28 °C por todo o periodo experimental (11 dias)

Estresse térmico 1 (ET1) — incubacdo das mudas a 28 °C por 10 dias e a 40 °C por 1 dia
(total de 11 dias)

Estresse térmico 2 (ET2) — incubacdo das mudas a 28 °C por 5 dias e a 40 °C por 6 dias
(total de 11 dias)

Estresse térmico 3 (ET3) — incubacdo das mudas a 40 °C por todo o periodo experimental
(11 dias).

No periodo de incubacdo das plantas, as mesmas foram submetidas a um
fotoperiodo de 12 h sob radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) de 162 pmol m2s™. Na
camara regulada a 28 °C, a média de umidade relativa do ar (UR) foi de 67 * 3,7%;
enquanto na camara regulada a 40 °C a média de UR foi de 69 + 4,5%. A irrigacdo das
plantas foi realizada diariamente em duas aplicagdes (manha/tarde), cada uma com 50 mL
de agua destilada por planta.

O experimento foi instalado em blocos inteiramente casualizados, em que cada
bloco foi constituido de duas repeticdes (i.e., duas plantas) por tratamento. Um total de
trés blocos experimentais foi utilizado, perfazendo um total de 24 plantas. A opc¢éo pelo
delineamento em blocos foi necessaria devido a limitacdo de camaras de crescimento
disponiveis para incubar todas as plantas de todos os tratamentos simultaneamente e a
impossibilidade de avaliar as trocas gasosas de todas as plantas do experimento no

intervalo de aproximadamente duas horas de trabalho ao longo de uma manha.

O periodo de 11 dias de incubacao foi definido com base em resultados preliminares
(NEVES 2018). Ao final deste tempo, as mudas de todos os regimes térmicos foram
levadas a casa de vegetacdo para as determinacBes fisioldgicas (trocas gasosas,
fluorescéncia da clorofila e status hidrico da planta) e amostragens para analises
bioguimicas. Estas operagdes foram realizadas entre 8:30 e 10:30 h, usando como amostra
a segunda folha a partir do apice. Durante as medicGes, as médias de temperatura do ar,
déficit de pressdo de vapor, umidade relativa do ar e PAR na casa de vegetacdo foram
respectivamente de 32 + 2 °C, 2,00 + 0,48 kPa, 61 + 2%, 548 + 79 umol m?2s?. As
amostras para analises bioquimicas foram coletadas, imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido e mantidas a -80 °C até o momento das analises.
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2.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As trocas gasosas (A, gs, Ci e E) foram determinadas utilizando-se um analisador
portéatil de gases a infravermelho (L1-6400 XT, LI-COR Biosciences Inc., Lincoln, EUA)
sob PAR saturante de 1.000 pmol m?s™* (CALBO; MORAES, 2000) e concentracio de
CO2 de 400 pmol mol™. Em seguida, a fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-
se um fluordmetro (L1-6400-40; LI-COR Biosci. Inc., Nebraska, USA) conforme Lima et
al. (2002). Para isto, as folhas foram adaptadas ao escuro por 30 min e F./Fm estimada
pela razdo entre fluorescéncia variavel e méxima [FW/Fm = (Fm - Fo) /Fm].
Subsequentemente, pulsos saturantes de luz branca foram aplicados para atingir a maxima
fluorescéncia (F'm). Em seguida, a luz actinica foi desligada e a radiagdo vermelha
distante ligada para obter a Foadaptada a luz (F o). A eficiéncia de captura de energia de
excitagdo por centros de reagdo FSII abertos (F'/F'm) foi estimada como a razao entre
(F'm— F’s) /F’'m. O coeficiente de extincdo fotoquimica (qL) foi calculado segundo
Murchie and Lawson (2013) e o coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ) foi
determinado a partir da equacdo de Stern - Volmer [NPQ = (Fw/F'm) — 1] (KRAUSE;
WEIS, 1991). O rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (Dpsii) foi
calculado como (F’m- Fs) /F’m (GENTY et al.,1989).

2.3 Conteudo relativo de agua

O contetdo relativo de agua (CRA) foi determinado relacionando-se as massas
fresca (MF), turgida (MT) e seca (MS) das amostras pela formula CRA = [(MF-MS)
/(MT-MS)] x 100 (GONZALEZ e GONZALEZ-VILAR (2001). Os resultados foram

exXpressos em porcentagem.

2.4 Ensaios enzimaticos

A Ribulose 1,5 bisfosfato carboxylase/oxygenase (Rubisco) foi extraida a partir de
amostras foliares (200 mg MF) em presenca de PVPP 100% (p/p) e 1,3 mL de tampéo
“Stitt” [Hepes 50 mM, pH 7,4, MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, BSA 0,1%
(p/v), glicerol 10% (v/v), triton X-100 0,1%, DTT 5 mM, benzamida 2 mM, &cido
aminocapoico 2 mM e PMSF 0,5 mM] (GEIGENBERGER & STITT; 1993). As amostras
foram centrifugadas (25.000 g por 25 min a 4 °C) e uma aliquota do sobrenadante (500
ML) foi aplicada em uma coluna de polietileno empacotada com Sephadex G-25. A
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eluicdo da amostra foi realizada com 1500 pL de tampé&o Stitt. Foram coletados 2000 uL
de volume total por amostra, as quais foram utilizadas nos ensaios de atividade. A
atividade inicial e final da Rubisco foi determinada medindo-se o consumo de NADH a
340 nm. Para a atividade inicial, 20 pL de extrato foram misturados a 125 puL do meio de
reacdo composto de bicina 100 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, MgCl> 15 mM, DTT 10 mM,
NaHCO3 9,2 mM, NADH 0,5 mM, ATP 2 mM, BSA 0,1% (p/v), fosfocreatina 5 mM,
fosfocreatina cinase 2 U mL™, fosfoglicerato cinase 40 U mL™, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase 40 U mL™ e H,O. Para a atividade total, 20 pL de extrato foram misturados
a 125 pL do meio de reagcdo composto de bicina 100 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, MgCl>
20 mM, DTT 10 mM, NaHCOz 10 mM, NADH 0,5 mM, ATP 2 mM, BSA 0,1% (p/v),
fosfocreatina 5 mM, fosfocreatina cinase 2 U mL™, fosfoglicerato cinase 40 U mL™,
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 40 U mL* e H,O (SHARKEY et al., 1991). O
extrato foi o “start” da reagdo em ambos os ensaios. O estado de ativagao da Rubisco foi

estimado pela formula, (Estado de ativacdo = (Atividade inicial x 100) / Atividadetotal).

A extracdo da GLOx foi realizada em 3 mL de Tris-HCI 50 mM (pH 7,8) contendo
DTT 5 mM e Triton X-100 0,01% (v/v) (BOOKER et al., 1997). Apds a centrifugacéo
(30.000 g por 20 min a 4 °C) uma aliquota (2000 pL) do sobrenadante foi usada para 0s
ensaios enzimaticos. A atividade da GLOXx foi determinada medindo-se a producgdo de
glicolato de fenil-hidrazona a 324 nm, em 175 pL de meio de reacdo [Tris-HCI 50 mM
(pH 7,8), Triton X 100 0,009% (v/v), fenil-hidrazona HCI 3,3 mM (pH 6,8), acido
glicolico 5 mM (neutralizado para pH 7,0 com KOH 0,1M)] e 20 pL de extrato (BOOKER
et al., 1997). Para os calculos, foi usado o coeficiente de extingdo molar de 17 mM=*cm™

foi utilizado para oscalculos.

Os resultados de atividade inicial e total da Rubisco e atividade da GLOx foram

expressos com base na dosagem de proteinas (BRADFORD, 1976).

2.5. Peroxidacao lipidica

As amostras de folhas (100 mg MF) foram maceradas a pé fino com uso de
nitrogénio liquido e a extrac&o foi realizada em 2 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v). O homogenato foi centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4 °C. Uma aliquota (500
ML) do sobrenadante foi misturada vigorosamente a 1,5 mL de &cido tiobarbitdrico (TBA)

0,5% (v/v) preparado em TCA 20% (p/v). As amostras foram incubadas a 90 °C por 20
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min e em seguida a reacdo foi parada em banho de gelo. Uma nova centrifugagédo foi
realizada a 13.000 g por 15 min a 4 °C para sedimentar qualquer residuo ainda presente e
evitar interferéncia nas leituras das absorvancias, as quais foram registradas a 532 e 600
nm em espectrofotdmetro UV-Visivel (Bel espectro S - 2000). A peroxidacao lipidica foi
estimada como o contetido de substancias reativas ao TBA expressas como equivalentes
de MDA (CAKMAK; HORST, 1991).

2.6 Carboidratos foliares

Amostras foliares (100 mg MF) foram submetidas a extracdo etanodlica
(TRETHEWEY et al., 1998) e ap06s centrifugacdo (13.000 g por 10 min a 4 °C) o
sobrenadante foi utilizado para as determinacdes de glicose e sacarose. O precipitado foi

congelado (-80 °C) para posterior determinacdo das concentrages de amido.

As concentracgdes foliares de glicose e sacarose foram determinadas de acordo com
Stitt et al. (1989), com algumas modificagdes. A mistura de reacdo (100 pL) continha
tampdo imidazol 100 mM/ MgCl>5 mM (pH 6,9), NAD* 2 mM, ATP 1 mM, glicose-6-
fosfato desidrogenase 1 U e 5 pL de extrato etandlico. As determinacBes de glicose,
frutose e sacarose foram avaliadas pela adicdo de hexocinase (1 U), glicose-6-fosfato
isomerase (1 U) e invertase (1 U) respectivamente. Apds a adicdo de cada enzima, a
producdo de NADH foi acompanhada a 340 nm utilizando-se um leitor de microplacas
(Thermo Scientific Multiskan GO, Japao).

Para a determinacdo do amido, os sedimentos congelados obtidos a partir de extrato
etandlico foram solubilizados em 1 mL de etanol absoluto e incubados por 20 min a 80
°C. Apos centrifugagdo (12.000 g, por 5 min a 4 °C), o sobrenadante foi descartado e o
residuo foi solubilizado em 1 mL de KOH 0,2 M e incubado por 60 min a 90 °C. Os
sobrenadantes obtidos apds a centrifugacdo (12.000 g por 5 min a 4 °C) foram
neutralizados com acido acético (TRETHEWEY et al., 1998) e em seguida, uma aliquota
(20 pL) do extrato neutralizado foi incubado por 60 min a 55 °C em uma mistura de
reacao contendo (30 pL de citrato de sédio 0,3M/ tampéo de citrico 0,3M pH 4,6), 10 uL
amiloglucosidase (correspondente a 1 U) e 240 uL de agua destilada. Apds a hidrolise, o
teor de glicose resultante foi analisado pelo método ja descrito acima e a concentracéo de

amido nas amostras foi estima em equivalentes de glicose.
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2.7 Analise estatistica

A distribuicdo normal dos dados foi feita através do teste de Shapiro-Wilk e
submetidos 8 ANOVA (teste F, P <0,05) e as diferencas entre médias de tratamentos para
cada variavel comparadas pelo teste Student-Newman-Keuls (SNK) usando o software R
versédo 3.4.1 (2016).

3. Resultados
3.1 Trocas gasosas e contetdo relativo de 4gua

A A foi reduzida em 36% nas plantas submetidas a 40 °C/1d em relagdo as plantas
controle (Fig. 1a). A exposicdo das plantas por 6 e 11 dias a 40 °C causou redu¢des médias
de 81% na A em relacgdo as plantas controle e 84% em relacdo as plantas estressadas por
1 dia (Fig. 1a). Independentemente do tempo de exposicao ao estresse térmico, reducdes
de 84% na gs e E das plantas estressadas foram observadas em relacdo as plantas controle
(Fig. 1b-c). Ainda que a gs tenha sido reduzida em funcédo do estresse, foi observado que
a exposicdo das plantas por 1 ou 6 dias a 40 °C ndo alterou a Ci, cujas médias foram
similares a das plantas controle (Fig. 1d). Porém, um aumento de 62% na C; das plantas

submetidas a 40 °C/11d foi observado em relagdo ao controle (Fig. 1d).

O status hidrico da planta, avaliado por meio do CRA, estdo apresentados na Fig.
2. Esta variavel foi reduzida em 27% nas plantas estressadas a 40 °C por 1 ou 6 dias em
relacdo as plantas controle. No maior tempo de exposicdo ao estresse, 0 CRA das plantas

estressadas foi reduzido em 85% em relacdo as plantas controle.

3.2 Fluorescéncia da clorofila a

Nas plantas submetidas a 40 °C por 1 e 6 dias, as medias de Fv/Fm néo diferiram
do controle, indicando auséncia de danos foto-oxidativos (Fig. 3a). Porém, danos foto-
oxidativos foram observados nas plantas submetidas a 40 °C/11d, como evidenciado pela
reducdo de 27% no Fv/Fm dessas plantas em relacdo as plantas controle (Fig. 3a). A ®psii
nas plantas estressadas foi reduzida em 40, 66 e 98% quando essas plantas foram
respectivamente submetidas por 1, 6 e 11 dias a 40 °C (Fig. 3b). O efeito do tempo de
exposicédo ao estresse no gL foi semelhante ao observado para o ®ps), entdo, comparado
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ao controle, a gL foi reduzida em 50, 60% e 98% nas plantas submetidas a 40 °C por 1, 6
e 11 dias (Fig. 3c). As plantas estressadas perderam capacidade de dissipacao térmica de
excessos de energia sob condi¢fes de estresse, visto que o NPQ foi reduzido em média
27% nas plantas submetidas por 1 ou 6 dias ao estresse e em 95% nas plantas submetidas
a 40 °C/11d (Fig. 3d).

3.3 Atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo do carbono

A atividade da GLOX nas plantas submetidas a 40 °C por 1 ou 6 dias permaneceu
inalterada em relacdo as plantas controle (Fig. 4). No entanto, o estresse térmico a 40 °C
por 11 dias levou a um aumento de 60% na atividade da GLOx em relacéo as plantas
controle (Fig. 4). Em relagdo as plantas controle, a atividade inicial da Rubisco néo foi
alterada pela exposicéo das plantas a 40 °C por 1 dia, mas foi 21% menor nas plantas
submetidas a 40 °C por 6 ou 11 dias (Fig. 5a). Nenhum efeito negativo do estresse térmico
na atividade total da Rubisco foi observado independentemente do tempo de exposi¢do
das plantas ao estresse (Fig. 5b), porém, o estresse em qualquer dos tempos de exposicao
reduziu o estado de ativacdo da enzima em 40% quando comparado ao controle (Fig. 5¢).

3.4 Peroxidacdo lipidica e carboidratos foliares

As plantas submetidas a 40 °C/1d apresentaram um incremento de 48% na
concentracdo de MDA em relacdo as plantas controle, sendo reduzido para valores
similares ao das plantas controle aos seis dias de estresse (Fig. 6). No entanto, a
concentragdo de MDA aumentou novamente (32%) nas plantas submetidas a 40 °C por
11 dias, indicando um aumento na peroxidag&o lipidica em relacdo ao controle (Fig. 6).

3.5 Carboidratos foliares

As plantas estressadas apresentaram alterages nas concentracGes de carboidratos
foliares, de modo que as concentracdes de amido e sacarose foram em média 66 e 37%
menores nas plantas estressadas em relacdo ao controle, independentemente do tempode

exposicéo ao estresse (Fig. 7a, b). As concentracgdes de glicose ndo diferiram entre plantas



controle e aquelas submetidas ao estresse por 1 ou 6 dias, mas foi significativamente

reduzida (47%) nas plantas submetidas a 40 °C por 11 dias (Fig. 7c).
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Figura 01: AlteracGes na taxa de assimilacdo liquida de CO; (A, Fig. 1a), na condutancia
estomatica (gs, Fig. 1b), na transpiracdo (E, Fig. 1c) e na concentracdo intercelular de CO- (C;,
Fig. 1d) em mudas de acaizeiro submetidas a diferentes regimes térmicos (C, tratamento controle
em que as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ET3, estresse térmico em que as mudas foram
incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET>, estresse térmico em que as mudas foramincubadas
a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11
dias). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 02: Conteldo relativo de agua (CRA) em mudas de acaizeiro submetidas a diferentes
regimes térmicos (C, tratamento controle em que as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ETj,
estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET>, estresse
térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico
em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11 dias). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 03: AlteracOes na eficiéncia fotoquimica méxima do PSII (Fv/Fm, Fig. 3a), rendimento
quéntico real do transporte de elétrons do PSII (®psi, Fig. 3b), coeficiente de extin¢éo fotoquimica
(gu, Fig. 3c) e coeficiente de dissipac¢do ndo-fotoquimico (NPQ, Fig. 3d) em mudas de acaizeiro
submetidas a diferentes regimes térmicos (C, tratamento controle em que as mudas foram
incubadas a 28 °C/11 dias; ETj, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/10
dias e 40 °C/1 dia; ET>, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/5 dias e 40
°C/6 dias; e ETs, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11 dias). Os dados
sd0 a média de quatro blocos + D.P. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste SNK (P < 0,05).
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Figura 04: Atividade da glicolato oxidase (GLOXx) em mudas de acaizeiro submetidas a diferentes
regimes térmicos (C, tratamento controle em que as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ETj,
estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET>, estresse
térmico em que as mudas foram incubadas a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico
em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11 dias). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P.
Médias seguidas de letras iguais nao diferem significativamente pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 05: Atividade da inicial (Fig. 5a), total (Fig. 5b) e estado de ativagdo da Rubisco (Fig. 5¢)
em mudas de agaizeiro submetidas a diferentes regimes térmicos (C, tratamento controle em que
as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ETi, estresse térmico em que as mudas foram
incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET,, estresse térmico em que as mudas foramincubadas
a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11
dias). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 06: Peroxidacdo lipidica acessada em termos da concentracao de aldeido malénico (MDA)
em mudas de agaizeiro submetidas a diferentes regimes térmicos (C, tratamento controle em que
as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ETi, estresse térmico em que as mudas foram
incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET,, estresse térmico em que as mudas foramincubadas
a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11
dias). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P. Médias sequidas de letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 07: Alteracdo nas concentra¢fes de amido (Fig 7a), sacarose (Fig 7b) e glicose (Fig. 7c)
em mudas de agaizeiro submetidas a diferentes regimes térmicos (C, tratamento controle em que
as mudas foram incubadas a 28 °C/11 dias; ETi, estresse térmico em que as mudas foram
incubadas a 28 °C/10 dias e 40 °C/1 dia; ET,, estresse térmico em que as mudas foramincubadas
a 28 °C/5 dias e 40 °C/6 dias; e ETs, estresse térmico em que as mudas foram incubadas a 40 °C/11
dias). Os dados sdo a média de quatro blocos £ D.P. Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste SNK (P < 0,05).
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4, Discussao

Neste trabalho, foi observado que o estresse térmico levou a um rapido e expressivo
fechamento estomatico evidenciado pelas reducBes na gs mesmo no tratamento de 1 dia
de exposicdo das plantas a 40 °C. As reducdes na gs nos tempos de 1 e 6 dias foram
acompanhadas de reducGes de mesma magnitude na E e de decréscimos menos
expressivos no CRA, o que sugere que o rapido fechamento estomatico contribuiu
significativamente para atenuar a perda excessiva de dgua pela planta nesses tempos de
exposicdo ao estresse. Contudo, as redugdes na gse na E ndo evitaram a desidratacio
quase que completa das folhas observada aos 11 dias de exposicao ao estresse, quando o
CRA alcancou os valores mais baixos (em torno de 20%). Redugdes expressivas no CRA
em plantas submetidas ao estresse térmico tem sido observada em outras espécies sob
condices de estresse térmico variadas (combinagdes temperatura x tempo). Por exemplo,
um CRA de 20 % foi observado em plantas de Poaceae submetidas a 35 °C por 30 dias
(JIANG & HUANG 2001), Zea mays e Helianthus annus foi observado um CRA de 80
% a 45 °C por 2 dias (DEKOQV et al., 2000), em Phaseolus aureus Roxb. foi observado
um CRA de 78 % a 45 °C por 10 dias (KUMAR et al., 2011). A desidratacdo acentuada
dos tecidos foliares observada pode ter sido decorrente da continuada transpiracdo sob
condicdes de estresse, pois esse processo fisioldgico é crucial para criar o gradiente de
potencial hidrico que permite a absorcao e distribuicdo de agua na planta ao mesmo tempo
que contribui para a regulacdo da temperatura foliar (MATHUR et al., 2014), que, de fato,
manteve-se em torno de 32 + 1,2 °C, ndo diferindo estatisticamente entre os tratamentos

avaliados.

As reducdes na A observadas em plantas submetidas a estresses abidticos podem
ser explicadas por diversos fatores, o que inclui agueles de ordem estomatica e difusiva
(BOTA et al., 2004)) e problemas associados tanto as reacdes fotoquimicas quanto ao
processo de assimilagdo do CO, tais como alteracdo na atividade da Rubisco e
regeneracdo da ribulose 1,5 bisfosfato (LAWLOR & CORNIC 2002; BOTA et al., 2004;
FLEXAS et al., 2006; SILVA et al., 2016; HEYNEKE & FERNIE 2018; DE OLIVEIRA
et al., 2018). Neste experimento, a A e a gs foram reduzidas em diferentes magnitudes nos
diferentes tempos de exposicdo ao estresse. Este padréo de resposta suporta a ideia de que
a diminuicdo da A no menor tempo de exposi¢cdo ao estresse (1 dia) deve ter sido
principalmente decorrente da menor condutancia estomatica associada a limitacOes
difusivas ao CO2 (MATHUR et al., 2014; GREER & WEENDON 2012). Emboracurvas

A-C; para determinar a condutancia mesofilica ao CO> ndo tenham sido realizadas, sabe-
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se que esta varidvel € significativamente diminuida em plantas submetidas ao déficit
hidrico, reduzindo a concentra¢do de CO2 nos cloroplastos (FLEXAS et al. 2004), o que
pode ter ocorrido neste experimento em funcdo das reducbes no CRA nas plantas
estressadas. Entéo, a menor concentragdo de CO nos cloroplastos diminuiria a atividade
carboxilase da Rubisco, favorecendo a fotorrespiracdo e contribuindo para a diminuicéo
da A (TAKAGI et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2018; SUNIL et al., 2018).

As reducBes na gs e as possiveis limitacbes difusivas como causa da diminuicdo da
A nas plantas submetidas ao estresse térmico ndo podem ser diretamente relacionadas as
Ci, pois além desta variavel ndo ter diferenciado entre plantas estressadas e controle nos
tempos de 1 e 6 dias, a mesma foi significativamente maior nas plantas estressadas no
tempo de 11 dias. Este padréo de resposta do Ci pode ser explicado por diferentes fatores,
tais como: (1) a diminuicdo na taxa de transporte de elétrons no PSII, sugerindo uma
reducdo na sintese de ATP e NADH pela etapa fotoquimica da fotossintese o que poderia
afetar negativamente as etapas de reducdo e regeneracdo do Ciclo de Calvin (CRAFTS-
BRANDNER & SALVUCCI 2000; MATHUR et al., 2014; HEYNEKE & FERNIE
2018), (2) a diminuicéo da atividade carboxilase da Rubisco, diminuindo a assimilagéo
do consumo liquido de CO2 (TAKAGI et al., 2016; FOYER et al., 2012)

A fotossintese € o mais sensivel dos processos celulares vegetais as altas
temperaturas (SHARKEY & SCHRADER 2006), sensibilidade esta comprovada neste
experimento. Além dos fatores estomaticos e difusivos que contribuem pra reducdo na A,
foi observado que as plantas estressadas de acaizeiro apresentaram Ssucessivos
decréscimos na A (dias 6 e 11) sem diminui¢des adicionais na gsem relacdo ao tempo de
1 dia de exposicdo a 40 °C. Isto é um forte indicativo de que problemas fotoquimicos e/ou
bioquimicos relacionado podem contribuir mais significativamente para reduzir a A sob

condicdes de estresse mais severas (CHEN et al., 2017).

Dentre os diferentes problemas associados a fase fotoquimica da fotossintese em
plantas submetidas ao estresse térmico, pode-se citar as mudancas nas propriedades de
oxido-reducdo dos receptores do PSII, que reduzem a eficiéncia do transporte de elétrons
nos fotossistemas (MARTHUR et al., 2014), o que neste experimento foi constatado pelas
reducbes significativas em gL e dpsy em todos os tempos de exposi¢do a 40 °C,
principalmente aos 6 e 11 dias. Por outro lado, os valores de Fv//Fm ao final do periodo
de estresse (11dias) indicam a ocorréncia de danos fotoxidativos ao PSII, o que esta de

acordo com resultados obtidos para outras espécies submetidas ao estresse térmico
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(JIANG et al., 2003; CHEN et al., 2008; 2009). Esses danos foto-oxidativos foram
observados no tempo de 11 dias, quando os menores valores de A, gL, ®psii € NPQ foram
observados. Portanto, os resultados demostram que o excesso de energia de excitacdo no
complexo antena do PSII ndo utilizado para fins de trabalho quimico e nem dissipado
adequadamente na forma de calor foram cruciais para a reducéo na Fv/Fn (CHEN et al.,
2017). A menor taxa de transporte de elétrons na cadeia do PSII ao longo do periodo de
estresse pode ter diminuido a sintese de NADPH e ATP, contribuindo para a reducédo da
A até certo periodo (seis dias) (LAWLOR & CORNIC 2002; FOYER et al., 2012;
ROACH & KRIEGER-LISZKAY 2014).

E interessante ressaltar a progressiva perda de capacidade de dissipagdo térmica das
plantas com o progresso do estresse, conforme evidenciado pelas sucessivas reduces no
NPQ. Esta ineficiente capacidade de dissipacdo de excessos de energia de excitacdo no
PSII pode estar associada a danos aos pigmentos do ciclo das xantofilas (zeaxantina e
antherxantina que sdo formadas a partir da violaxantina), que sdo sintetizados sob
condicdes de excesso de excitacdo de energia e estdo envolvidos na fotoprotecdo e
dissipacé@o de energia. Desta forma, a ndo dissipacdo adequada do excesso de energia
ocasionou uma retro-inibicdo da etapa fotoquimica da fotossintese disparando os danos
foto-oxidativos (DEMMING-ADAMS & ADAMS, 1996; GILMORE, 1997). As altas
temperaturas estdo relacionadas a um aumento na fluidez da membrana do tilacéide, que
podem atuar como sensor para alteracdes funcionais induzidas pela temperatura (LOS &
MURATA 2004; TUROCZY et al., 2011). Quando o estresse térmico é brando, estas
alteracdes na fluidez da membrana podem ser ocasionadas pela menor interacéo entre 0s
lipideos sem a ocorréncia de peroxidacdo dos mesmos (LOS & MURATA 2004;
TUROCZY et al., 2011). Contudo, as alteragdes nas concentracdes de MDA mostraram
a ocorréncia de peroxidacdo lipidica apds 1 e 11 dias de estresse térmico, tendo sido
controlada no tempo de 6 dias de incubacéo. Este resultado sugere que no menor tempo
de exposicdo ao estresse, 0 aumento nas ROS deve ter desempenhado um papel de
sinalizacdo ao estresse para induzir as respostas adaptativas da planta (MTTLER., 2002;
FOYER,, et al., 2012). Porém, esta producéo induzida de ROS nas plantas submetidas a
40 °C/1d foi maior que a capacidade de defesa antioxidante das plantas e, por isso, 0
aumento de MDA foi evidente. No tempo de 6 dias, o controle da peroxidacéo lipidica
pode ter sido resultante de um melhor ajuste no sistema antioxidante, visto que o0 MDA
reduziu ao nivel das plantas controle. J& no tempo de 11 dias de exposi¢do ao estresse

térmico, a peroxidacao lipidica deve ser decorrente de uma maior producéo de ROS nos
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cloroplastos, consequentemente danificando a proteina D1 do PSII e inibindo sua
reparacdo (ALLAKHVERDIEV et al., 2005). Estes resultados confirmam aqueles
encontrados para MDA diferentes plantas submetidas a altas temperaturas (40°C), como
em Gossypium (MAHAN & MAUGET 2005) e Cucumis sativus (CHEN et al., 2017).

Além dos problemas fotoquimicos, uma resposta peculiar da fotossintese a alta
temperatura ¢ a alteragdo na cinética da Rubisco (CARMO-SILVA & SALVUCCI., 2012
WANG, et al., 2015). Nesse estudo o estado de ativacdo da Rubisco diminuiu conforme
0 periodo de estresse, juntamente com sua atividade inicial. A atividade da Rubisco é
regulada pela Rubisco ativase (PERDOMO et al., 2017). Sob altas temperaturas, a
ativacdo da Rubisco € prejudicada justamente pela atividade da sua enzima catalitica
rubisco ativase, que se torna a principal causa da diminuicdo da fotossintese em resposta
a alta temperatura, pois a atividade dessa enzima é extremamente sensivel a altas
temperaturas, pois a mesma torna-se inativa, e consequentemente diminuindo a taxa de
assimilacdo de CO, (CRAFTS-BRANDER & SALVUCCI, 2000; SALVUCCI &
CRAFTS-BRANDNER, 2004; GALMES et al., 2013). Mudangas relacionadas ao estado
redox e na razdo ADP/ATP do cloroplasto modulam a atividade da Rubisco ativase,
mediando dessa forma a regulacéo da ativacdo da Rubisco e a A (SALVUCCI et al., 1985;
MOTT & WOODROW, 2000; CARMO-SILVA & SALVUCCI, 2013; SCALES et al.,
2014). Nesse trabalho as plantas submetidas a 40°C, independente do regime térmico,
apresentaram reducdes significativas no estado de ativagdo da Rubisco conforme
verificado em outros trabalhos prévios (CRAFTS-BRANDNER & SALVUCCI, 2000;
SALVUCCI E CRAFTS-BRANDNER, 2004, YAMORI & VON CAEMMERER, 2009;
SCAFARO et al., 2012).

A atividade da GLOX nesse estudo aumentou nas plantas submetidas a 40 °C/11d,
resultados similares aos previamente obtidos para plantas de arroz sob estresse térmico
Cui et al. 2016). O aumento na atividade desta enzima é um forte indicativo de aumento
na taxa de fotorrespiracdo (CHAOUCH et al., 2010). Sabe-se que sob alta temperatura a
solubilidade do CO2 na agua (presente no meio celular) diminui mais que a solubilidade
do O, resultando em uma menor relacdo CO : Oz no sitio ativo da Rubisco. Entéo, este
desvio nas propriedades enzimaticas da Rubisco com o aumento da temperatura € maior
tempo de exposicdo ao calor, estimula a oxidagdo da RuBP em maior grau do que a
carboxilacdo (FOYER et al., 2009). Além disso, 0 estresse térmico pode resultar no
fechamento estomatico, como foi o caso desse trabalho, o que reduz a relagdo C:0O em

torno da Rubisco, promovendo a fotorrespiragdo como resultado indireto
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(KANGASJARVI et al., 2012). Considerando-se também que a GLOX esta intimamente
ligada a producdo H>O2 no peroxissomo, que por sua vez € uma ROS sinalizadora de
varios processos fisiologicos, dentre eles o estresse oxidativo que ativaria a morte celular
programada, se ndo for controlada pela a atividade da catalase (FOYER et al., 2009;
CHAOUCH et al., 2010).

A reducéo acentuada nas concentracdes de amido e glicose ao longo do periodo de
estresse dos teores coincidiu com as reducdes na A. Portanto, a diminuigdo de acucares
(amido e glicose) esta relacionada a uma reducao na assimilacdo de carbono pela planta
decorrente da inibicdo da fotossintese e da condutancia estomatica (ZHAO et al., 2013)
e/ ou aumento da utilizacdo (demanda) pelo aumento da respiracdo e manutencédo
metabolica (DUAN et al., 2013), como relatado em plantas de Coffea arabica submetidas
ha 45°C (MARIAS et al., 2016). Em contraste, ndo houve diferenca no contetudo de
sacarose ao longo do periodo de estresse, em parte isto pode esta refletindo umaresposta
inicial de reparo ou defesa ao dano causado pela severidade do estresse, pois a sacarose
tem sido associada a defesa contra ROS (BITA & E GERATS, 2013), a producdo de
antioxidantes (COUEE et al., 2006) e ao ajuste osmotico (CAVATTE et al., 2012).

5. Concluséo

O acaizeiro apresenta consideravel sensibilidade ao estresse térmico (40 °C), sendo
esta sensibilidade decorrente do menor estado de ativacdo da Rubisco e subsequente
diminuigdo de sua atividade inicial. Estes dois fatores disparam uma cascata de eventos
em cadeia que levam a um aumento da fotorrespiracdo, a uma diminuicdo na
disponibilidade de carboidratos primarios (amido e glicose), a perda de estabilidade do
PSII (e reagdes fotoquimicas) e a uma perda da capacidade de dissipacdo térmica de
excedentes de energia, ocasionando danos foto-oxidativos e peroxidag&o lipidica.
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CAPITULO 03. ALTERACOES NAS TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA
DA CLOROFILA EVIDENCIAM TOLERANCIA DIFERENCIAL AO
ESTRESSE TERMICO EM DOIS MATERIAIS VEGETAIS DE ACAIZEIRO

(Euterpe oleracea Mart.)

1. Introducéo

O estresse térmico é frequentemente definido como o aumento da temperatura além
do nivel limite para causar danos irreversiveis ao crescimento e desenvolvimento das
plantas (WAHID & CLOSE 2007). Devido ao aquecimento global, a temperatura esta
aumentando continuamente e se tornou uma séria ameaca ao rendimento de culturas.
Estima-se que a temperatura no globo terrestre sofra acréscimos de 0,2 °C a cada dez
anos, o que conduzira a temperaturas entre 1,8 e 4,0 °C mais elevadas do que o nivel atual
no ano de 2100 (IPCC, 2014).

Em geral, plantas submetidas ao estresse térmico apresentam significativas
alteracBes no crescimento e producdo, perdas estas associadas os efeitos do estresse na
fotossintese (ALLAKHVERDIEV et al, 2008; YAMAMOTO et al, 2008;
ALMESELMANI et al., 2010 & 2012). O estresse térmico provoca uma série de
alteracdes nas plantas em niveis morfo-anatdmicos, fisioldgicos e bioquimicos que podem
se manifestar desde a germinacdo das sementes até a floracdo (ALMESELMANI et al.,
2010 & 2012). Durante a reproducdo, um periodo curto de estresse térmico pode reduzir
significativamente o nimero de gemas florais e aumentar o abortamento de flores, embora
a variacdo na sensibilidade entres espécies de plantas e seus materiais vegetais possam
existir (LI etal., 2012; KAUSHAL et al., 2013; ANNISA et al., 2013).

A sensibilidade de uma espécie ao estresse térmico varia dentre gendtipos
(cultivares ou variedades), com o estadio de desenvolvimento da planta quando da
ocorréncia do estresse, com a temperatura aplicada e com o tempo de duracao do estresse
(WAHID et al., 2007; MOLINA-BRAVO et al., 2011; ALMESELMANI et al., 2010 &
2012). Devido as variabilidades genotipicas que ocorrem para uma dada espécie, €
possivel a identificacdo de materiais vegetais mais sensiveis e outros mais tolerantes ao
estresse termico, como observado em Vigna radiata (KAUR et al., 2015), Solanum
lycopersicum (ZHOU et al., 2017) e Triticum aestivum (ALMESELMANI et al., 2010 &
2012).
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O estresse térmico afeta o status hidrico da folha, reduz a condutancia estomaticae
a concentracdo intercelular de CO, (GREE & WEDON, 2012; ASHRAF & HAFEEZ,
2012). Nos cloroplastos, reducdes na eficiéncia quantica maxima do PSII (F./Fn) estdo
associadas as alteracdes na fluidez das membranas dos tilacéides e as alteragBes no
rendimento quantico do transporte de elétrons do PSII (LIU et al., 2009). Quando a
fotossintese é reduzida causando um aumento na concentracdo de NADPH no estroma, o
transporte de elétrons entre fotossistemas se torna um potencial sitio de producdo de
espécies reativas de oxigénio, podendo levar a peroxidacdo de lipideos de membrana
(MITTLER, 2002). Entéo, variaveis de fluorescéncia da clorofila a, em especial a Fv/Fm,
e a quantificacdo de compostos reativos ao &cido tiobarbitdrico (aldeido malénico, MDA)
tem se mostrado respectivamente bons indicadores de foto-oxidacdo ao PSII e
peroxidacao lipidica de membranas celulares em plantas submetidas ao estresse térmico
(HERNANDEZ et al., 1993; FOYER et al., 1994; ALI et al., 2004).

As diminuicGes na fotossintese em plantas submetidas ao estresse térmico podem
levar a uma alteracdo no metabolismo primario do carbono, alterando assim as
concentracgdes foliares de amido e monossacarideos como a glicose e sacarose (WAHID
etal., 2007; CAVATTE etal., 2012; BITA & GERATS, 2013). Em vérias dicotiledneas
(WAHID et al., 2007; MARIAS et al., 2016 & ZHOU et al., 2017) , a diminuicdo da
fotossintese em plantas submetidas a altas temperaturas levou a diminui¢bes nas
concentracdes de amido. Em algumas espécies, contudo, o estresse térmico ndo altera as
concentragdes de sacarose, tendo sido atribuido a este dissacarideo um papel
osmorregulador que visa atenuar os efeitos do estresse térmico no status hidrico das
plantas (CAVATTE et al., 2012; BITA & GERATS, 2013).

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.)) ¢ uma espécie tropical amplamente
encontrada nas varzeas da Amazonia no norte do Brasil (CATTANIO et al., 2002) e que
apresenta um grande potencial econdmico devido a qualidade nutritiva e propriedades
medicinais de seus frutos, em especial seu poder antioxidante (HEIRINCH et al., 2011;
RUFINO et al., 201). No norte do Brasil, em especial no estado do Para, a maioria dos
plantios comerciais de acai ocorrem em terras altas (OLIVEIRA & FARIAS NETO,
2004). Nesses plantios, pequenos produtores geralmente utilizam mudas produzidas de
materiais vegetais ndo melhorados (ditos nativos), enquanto produtores com maior
capacidade de investimento utilizam mudas da Unica variedade de agaizeiro disponivel no
mercado, chamada BRS-Para (ou BRS-PA), a qual foi desenvolvida pela Embrapa para

producdo de frutos de acai em &reas de terra alta na Amazénia (OLIVEIRA &
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FARIA NETO, 2004). Em recente estudo, foi demonstrado que a variedade BRS-PA
apresenta um melhor desempenho morfofisioldgico sob condicdes de déficit hidrico
moderado em relacdo a outros materiais vegetais de acaizeiro ndo melhorados
geneticamente (SILVESTRE et al., 2016; 2017). Contudo, ndo h& estudos prévios que
explorem as respostas desta variedade ao estresse térmico.

Considerando-se o cenario de mudancas climaticas globais e as predi¢bes de
incremento na temperatura do globo previstas para as proximas décadas (IPCC, 2014) e
considerando-se a  possibilidade de variabilidade genotipica quanto a
tolerancia/sensibilidade ao estresse térmico dentro de uma mesma espéecie
(ALMESELMANI etal., 2010 & 2012; KAUR et al., 2015; ZHOU et al., 2017), pretende-
se neste trabalho testar a hipotese de que a variedade de acai BRS-PA, mais tolerante ao
déficit hidrico que matérias ndo melhorados (SILVESTRE et al. 2016, 2017), é também
mais tolerante ao estresse térmico que materiais ndo melhorados. Para testar essa hipotese,
plantas de acaizeiro da variedade BRS-PA e de um material vegetal nativo (Wt) foram
submetidas ao estresse térmico (40°C) por oito dias com o objetivo de avaliar a magnitude
das alteragdes no status hidrico, nas trocas gasosas, na fluorescéncia da clorofila a, nas
concentracdes foilares de carboidratos primarios e ocorréncia de peroxidacao lipidica.

2. Material e Métodos
2.1. Material vegetal e condicGes experimentais

Mudas de acai (Euterpe oleracea Mart.) foram produzidas em casa de vegetagdo no
Campus da Universidade Federal Rural da Amazonia, em Belém, Para (01°27°29”’S, 48°
26°06”W). O material nativo foi oriundo a partir de sementes coletadas de arvores adultas
no municipio de Santa lzabel - Pa, sementes da cultivar BRS-PA, foram adquiridas de
loja certificada (Amazonflora) e em parceria com a Embrapa Amazonia Oriental. O clima
local é do tipo Afi segundo Koppen. O semeio foi realizado em setembro de 2017 em
bandejas de polietileno preenchidas com fibra de coco (Golden Mix 87, Sococo
Agroindustria da Amazonia, Ananindeua, Brasil) como substrato de cultivo. A irrigacéo
foi realizada manualmente, com 500 mL de agua por bandeja a cada dois dias. Apos
aproximadamente 60 dias do semeio, as plantulas mais vigorosas contendo uma Unica
folha cotiledonar aberta foram transferidas para vasos de polietileno de 1,5 L (10 x 14 cm,

altura e diametro) contendo como substrato 1,4 L de uma mistura composta de terrigo
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e cama de aviario curtida (2:1; v/v). Nesta operacgéo, cada vaso recebeu uma sé planta,
sendo preparados um total de 50 vasos. A irrigacdo foi realizada diariamente, entre 8:00
e 9:00 h, com reposicdo de 100% de &gua necessaria para levar o solo a capacidade de
campo (CC), sendo o volume de &gua de irrigacdo aplicado estimado pelo método
gravimétrico (KLAR et al., 1966). Apds 30 dias do transplantio, as mudas foram
fertilizadas com 3,0 g de NPK 18:18:18 e esta operacdo foi igualmente quatro vezes em
intervalos de 30 dias contados ap0s a primeira fertilizacdo. Aos 150 dias do transplantio

foi realizada uma fertilizacdo com 2,8 g de NPK (16:16:16) por planta.

Apdbs 180 dias do semeio, foram selecionadas 20 plantas uniformes em altura e
numero de folhas (quatro folhas bipinadas) para a instalacdo do experimento definitivo,
que consistiu de quatro tratamentos em esquema fatorial 2 x 2 formado por dois materiais
vegetais (acai ndo melhorado ou nativo, Wt; e a variedade BRS-PA) e duas temperaturas

(28 °C, controle; e 40 °C, estresse térmico).

O experimento foi instalado em blocos inteiramente casualizados, em que cada
bloco foi constituido de uma repeticéo (i.e., uma planta) por tratamento. Um total de cinco
blocos experimentais foi utilizado perfazendo um total de 20 plantas. A opcdo pelo
delineamento em blocos foi necessaria para permitir a avaliagdo fisiologica de um nimero

adequado de plantas sem haver influéncia das varia¢fes climaticas ao longo da manha.

Os tratamentos térmicos foram realizados em camaras de crescimento (modelo,
fabricante, cidade e pais) sob fotoperiodo de 12 h com radiacdo fotossinteticamente ativa
(PAR) média de 162 pmol m?s?. Nas cAmaras regulas a 28 °C, as médias de umidade
relativa do ar e temperatura interna (auferidas com um termohigrometro) foram
respectivamente de 65 + 4,8 % ; enquanto na cdmara regulada a 40 °C foram
respectivamente de 70 = 2,7 % A irrigacdo das plantas foi realizada diariamente emduas
aplicaces (manhé/tarde), cada uma com 50 mL de &gua destilada por planta. O periodo
de oito dias de incubacgéo foi baseado em resultados preliminares (NEVES 2018) e, ao
final deste tempo, as mudas de todos os tratamentos foram retiradas das respectivas
camaras de crescimento e levadas a casa de vegetacao para as determinacdes fisioldgicas
(trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila e status hidrico da planta) e amostragens para
andlises bioquimicas. Estas operagdes foram realizadas entre 8:30 e 10:30 h, usando como
amostras a segunda folha a partir do apice. Durante as medicdes, as médias de temperatura
do ar, déficit de presséo de vapor, UR e PAR na casa de vegetagdo foram respectivamente
de 30 +3°C, 1,80 + 0,35 kPa, 61 + 3 %, 616 + 62 pmol m~2 s. As amostras para analises



45

bioquimicas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e em seguida

mantidas a -80 °C até o momento das analises.

2.2 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

A taxa de assimilacdo liquida de CO- (A), a conduténcia estomatica ao vapor d’agua
(gs), a concentracdo intercelular de CO2 (Ci), e a transpiragdo (E) foram determinadas
utilizando-se um analisador portatil de gases a infravermelho (L1-6400 XT, LI-COR
Biosciences Inc., Lincoln, EUA) sob PAR saturante de 1.000 umol m? s (CALBO;
MORAES, 2000) e concentragdo de CO2 de 400 pmol m™,

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada utilizando-se um fluorémetro (L1-6400-
40; LI-COR Biosci. Inc., Nebraska, USA) ap6s a avaliacdo de trocas gasosas, utilizando
as mesmas folhas como amostras como descrito por Lima et al. (2002). Para as amostras
adaptadas ao escuro, a maxima eficiéncia fotoquimica do PSII (Fv/Fm) foi estimada pela
razdo ente fluorescéncia variavel e maxima [Fv/Fm = (Fm- Fo) /Fm]. Subsequentemente,
pulsos saturantes de luz branca foram aplicados para atingir a maxima fluorescéncia (£'m).
Em seguida, a luz actinica foi desligada e a radiagdo vermelha distante ligada para medir
Fo adaptada a luz (F). A eficiéncia de captura de energia de excitacdo por centros de
reacdo FSII abertos (F'v/F’m) foi estimada como a razdo entre (F'm — F0) /F'm. O
coeficiente de extin¢do fotoquimica (qP) foi calculado como gP = (F'm- Fs) / (F’m— F o)
e o coeficiente de extincdo ndo-fotoquimico (NPQ) foi determinado a partir da equacao
de Stern - Volmer [NPQ = (Fw/F 'm) — 1] (KRAUSE; WEIS, 1991). O rendimento quantico
real do transporte de elétrons do PSII (®psyi) foi calculado como (F'm- Fs) /F 'm (GENTY
etal., 1989).

2.3 Conteudo relativo de agua

O conteudo relativo de agua (CRA) foi determinado relacionando-se as massas
fresca (MF), turgida (MT) e seca (MS) das amostras pela formula CRA = [(MF-MS)
/(MT-MS)] x 100 (GONZALEZ e GONZALEZ-VILAR (2001). Os resultados foram

eXpressos em porcentagem.
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2.5. Peroxidacdo lipidica

As amostras de folhas (100 mg MF) foram maceradas a pé fino com uso de
nitrogénio liquido e a extracéo foi realizada em 2 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%
(p/v). O homogenato foi centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4 °C. Uma aliquota (500
ML) do sobrenadante foi misturada vigorosamente a 1,5 mL de &cido tiobarbitdrico (TBA)
0,5% (v/v) preparado em TCA 20% (p/v). As amostras foram incubadas a 90 °C por 20
min e em seguida a reacdo foi parada sob banho de gelo. Uma nova centrifugacédo foi
realizada a 13.000 g por 15 min a 4 °C para sedimentar qualquer residuo ainda presente e
evitar interferéncia nas leituras das absorvancias, as quais foram registradas a 532 e 600
nm em espectrofotobmetro UV-Visivel (Bel espectro S - 2000). A peroxidacao lipidica foi
estimada como o contetido de substancias reativas ao TBA expressas como equivalentes
de aldeido malénico (MDA) por unidade de MS (CAKMAK; HORST, 1991).

2.6 Carboidratos foliares

Amostras foliares congeladas (100 mg MF) foram submetidas a extracdo etandlica
(TRETHEWEY et al., 1998) e apds a centrifugacdo (13.000 g, 10 min a 4 °C) o
sobrenadante foi utilizado para as determinacgdes de glicose e sacarose e o precipitado foi

congelado para a posterior determinacdo das concentracdes de amido.

As concentracgdes foliares de glicose e sacarose foram determinadas de acordo com
Stitt et al. (1989), com algumas modificagcbes. A mistura da reagdo continha tampéo
imidazole 100 mM/ MgCl> 5 mM (pH 6,9), NAD* 2 mM, ATP 1 mM, 1 unidade (U)
glicose-6-fosfato desidrogenase e 5 pL de extrato etanolico da folha. As determinacdes
de glicose, frutose e sacarose foram avaliadas pela adicdo de 1 U hexoquinase, 1 U
glicose-6-fosfato isomerase e 1 U invertase, respectivamente. Apds a adi¢do de cada
enzima, a produgdo de NADH foi acompanhada a 340 nm utilizando-se um leitor de

microplacas (Thermo Scientific Multiskan GO, Japao).

Para a determinacao do amido, os sedimentos congelados obtidos a partir de extrato
etanolico foram solubilizados em 1 mL de etanol absoluto e incubados por 20 min a 80
°C. Apos centrifugacdo (12.000 g, por 5 min a 4 °C), o sobrenadante foi rejeitado e o
sedimento foi incubado em 1 mL de KOH 0,2 M durante 60 min a 90 °C. Os
sobrenadantes obtidos apos a centrifugacdo (12.000 g, por 5 min a 4 °C) foram

neutralizados com acido acético antes da determinacdo do amido (TRETHEWEY et al.,
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1998). Em seguida, uma aliquota (20 pL) do extrato neutralizado foi incubado por 60 min
a 55 °C em uma mistura de reacdo contendo (30 pL de citrato de sodio 0,3M/ tampéo de
citrico 0,3M pH 4,6), 10 pL amiloglucosidase (correspondente a 1 U) e 240 uL de agua
destilada. Apos a hidrolise, o teor de glicose resultante foi analisado pelo método ja
descrito acima e a concentracdo de amido nas amostras foi estima em equivalentes de

glicose.

2.7 Analise estatistica

A distribuicdo normal dos dados foi feita através do teste de Shapiro-Wilk e
submetidos a ANOVA, considerando um esquema fatorial 2 x 2 (dois materiais vegetais
e dois regimes térmicos) e testados quanto a significancia pelo teste 7’ e a diferenca entres
médias foram testadas quanto a significancia pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK)
(P <0,05), usando o software R versdo 3.4.1 (2016).

3. Resultados
3.1 Trocas gasosas e contetdo relativo de 4gua

Nas condi¢des controle (28 °C), houve diferenca significativa entre os materiais
vegetais, com reducdo de 39 % da A no material BRS-PA em relacdo ao Wt (Fig 1a). Sob
condices de estresse (40 °C), ndo houve diferenca entre os materiais vegetais com média
de 0,74 + 0,16 umol.m2s™ para 0 Wt e 0,89 + 0,25 umol.m2s? para 0 BRS-PA. Para o
W1 foi observado que o estresse térmico reduziu a A em 86%, e no BRS-PA a A reduziu
73% em relacéo as plantas controle. Na temperatura de 28 °C foi observado que as mudas
do material Wt apresentaram comportamento semelhante as mudas do material BRS-PA
nags, E e Ci (Fig. 1b-c-d). Em condi¢es de estresse (48 °C), houve diferenca significativa
na gse E, com o material BR-PA apresentando uma gs 38 e 66 % maior em relagdo ao
Wi, e 0 Ci 80 % maior no Wt em relacdo ao BRS-PA. O efeito do estresse nos materiais
vegetais foi mais expressivo no Wt com diminuicdo na gs e E de 77 e 66 % em relacéo as
plantas controle, enquanto que no material BRS-PA a reducéo na gse E foi de 50 e 20%
em relacdo as plantas controle. Aumentos mais expressivos no Ci foi observado no
material Wt, com 78% de incremento em relacdo as plantas controle, enquanto que no

material BRS-PA o incremento foi de 36 % em relacdo as plantas controle.
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O status hidrico da planta foi avaliado por meio do CRA (Fig, 2). Sob regime
térmico de 28 e 40 °C , o CRA ndo diferiu entres os materiais vegetais testados, com
média de 61 + 13 % no Wte 58 + 9 % no BRS-PAa28°Ce26+4 % noWte 35+ 10
% para 0 BRS-PA a 40 °C. Houve efeito do estresse térmico nos dois materiais vegetais

com no CRA de 58 % no Wt e de 40% no BRS-PA em relacéo as plantas controle.

3.2 Fluorescéncia da clorofila a

Nas condicgdes controle (28 °C) e estresse térmico (40 °C) ndo houve diferencas
significativas entre os matérias vegetais, para Fv/Fm, ®psi, gP, € NPQ com meédias de
0,85+0,02e0,85+ 0,01 a28°Ce 0,71 +0,04 € 0,78 + 0,04 a 40 °C no Fv/Fm no dois
materiais vegetais (Fig. 3a), no ®psi, qP e NPQ as médias foram de 0,13 +0,01e 0,11 +
0,02a28 °Ce 0,08 +0,008 e 0,09 + 0,009 a 40 °C, 0,05 £ 0,009 e 0,07 + 0,009 a 28 °C
e 0,04+ 0,006e0,02+0,01240°Ce190+0,17e2,13£0,41a28°Ce0,838+£0,16¢
0,50 £ 0,28 a 40 °C respectivamente nos materiais Wt e BRS-PA (Fig. 3b-c-d). O efeito
do estresse térmico foi significativo nos dois materiais vegetais, com reducdes em Fv/Fm
de 17 % no Wt e 9 % no BRS-PA, na ®pg) as reducdes foram de 39 % no WT e 19 % no
BRS-PA, no gP foram observadas reducdes de 50 % no Wt e 47 % no BRS-PA e no NPQ

as reducdes foram de 54 % no Wt e 77 % no BRS-PA, em relacdo as plantas controle.

3.3 Peroxidacdao lipidica e carboidratos foliares

O contetdo de MDA nos materiais vegetais sob 28 °C ndo apresentou diferencas
significativas com médias de 238,9 + 38 no Wt e 134 + 26 nmol g* MS no BRS-PA (Fig.
4). Também ndo houve diferenca significativa sob 40 °C com média de 185 + 10 no Wt
e 185 + 57 nmol g MS no BRS-PA. No entanto foi observado que para o material WT
houve uma reducdo de 44% em relacdo as plantas controle, j& no material BRS-PA néo
houve diferenca siginificativa.

3.4 Carboidratos foliares

O contetdo de amido nos materiais vegetais sob 28 °C ndo apresentou diferenca
significativa (Fig. 5a). O estresse térmico afetou mais expressivamente o material BRS-
PA com reduces de 75 % no teor de amido em relacdo ao Wt. Além disso para o BRS-

PA foi observado que o estresse térmico reduziu 55 % o teor de amido, e no material Wt
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a reducdo foi 36 % em relacdo as plantas controle. O teor de sacarose nos matérias
vegetais a 28 °C foi 13 % menor no BRS-PA em relacdo ao Wt, no entanto sob condigdes
de estresse térmico ndo houve diferenca significativa (Fig. 5b). O material BRS-PA
apresentou maior reducdo no teor de sacarose (58%), enquanto que o material Wt
apresentou reducéo de 53 % em relacdo as plantas controle.
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Figura 01. Alteracfes na taxa de assimilacdo liquida de CO; (A, Fig. 1a), na condutancia
estomatica (gs, Fig. 1b), na transpiracéo (E, Fig. 1c) e na concentracdo intercelular de CO- (Ci,
Fig. 1d) em mudas de acaizeiro (nativo, Wt; e var. BRS-PA) submetidas a diferentes temperaturas
(28 e 40 °C). Os dados sdo a média de quatro blocos + D.P. Letras maiusculas comparam médias
de um mesmo material vegetal avaliado sob as diferentes temperaturas e letras minusculas
comparam materiais vegetais diferentes sob a mesma temperatura. Médias seguidas de mesmas
letras (maiusculas ou minasculas) ndo diferem pelo teste SNK (P <0,05).
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Figura 02: Contetdo relativo de 4gua (CRA) em mudas de agaizeiro (nativo, Wt; e var. BRS-PA)
submetidas a diferentes temperaturas (28 e 40 °C). Os dados sdo a média de quatro blocos = D.P.
Letras maiusculas comparam médias de um mesmo material vegetal avaliado sob as diferentes
temperaturas e letras mindsculas comparam materiais vegetais diferentes sob a mesma
temperatura. Médias seguidas de mesmas letras (mailsculas ou minusculas) ndo diferem pelo

teste SNK (P <0,05)
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Figura 03: AlteracOes na eficiéncia fotoquimica méxima do PSII (Fv/Fm, Fig. 3a), rendimento
quéntico real do transporte de elétrons do PSII (®psi, Fig. 3b), coeficiente de extincéo fotoquimica
(9p, Fig. 3c) e coeficiente de dissipacdo ndo-fotoquimico (NPQ, Fig. 3d) em mudas de acgaizeiro
(nativo, Wt; e var. BRS-PA) submetidas a diferentes temperaturas (28 e 40 °C). Os dados sdo a
média de quatro blocos + D.P. Letras mailsculas comparam médias de um mesmo material
vegetal avaliado sob as diferentes temperaturas e letras mindsculas comparam materiais vegetais
diferentes sob a mesma temperatura. Médias seguidas de mesmas letras (mailsculas ou
minusculas) ndo diferem pelo teste SNK (P <0,05)
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Figura 04: Concentracao de aldeido maldnico (MDA) em mudas de acaizeiro (nativo, Wt; e var.
BRS-PA) submetidas a diferentes temperaturas (28 e 40 °C). Os dados sdo a média de quatro
blocos + D.P. Letras maiusculas comparam médias de um mesmo material vegetal avaliado sob
as diferentes temperaturas e letras mindsculas comparam materiais vegetais diferentes sob a
mesma temperatura. Médias seguidas de mesmas letras (maidsculas ou mindsculas) ndo diferem
pelo teste SNK (P < 0,05)
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Figura 05: Alteracdo nas concentragfes de amido (Fig 5a), sacarose (Fig 5b) e glicose (Fig. 5¢)
em mudas de acaizeiro (nativo, Wt; e var. BRS-PA) submetidas a diferentes temperaturas (28 e
40 °C). Os dados sao a média de quatro blocos + D.P. Letras mailsculas comparam médias de um
mesmo material vegetal avaliado sob as diferentes temperaturas e letras mindsculas comparam
materiais vegetais diferentes sob a mesma temperatura. Médias seguidas de mesmas letras

(maiusculas ou minusculas) nao diferem pelo teste SNK (P <0,05)
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4. Discussao

As redugbes substanciais na A nos materiais vegetais submetidos ao estresse térmico
podem estar relacionados a limitacdo estomatica ao influxo de COz nas folhas, o que é
geralmente evidenciado pela diminuigéo significativa na gs (LAWLOR e CORNIC 2002).
Neste trabalho com 8 dias de estresse térmico foi observado um expressivo fechamento
estomatico, acompanhados de uma reducdo na E e de decréscimos no CRA. O declinio
na A pode esta relacionado a limitacfes estomaticas e ndo estomaticas. As reducfes no
CRA nos dois materiais vegetais pode esta associado a manutencdo da transpiracao
mesmo em condicGes de estresse téermico (40 °C), o material Wt apresentou maior
transpiracdo sob estresse térmico, esse processo fisioldgico é de extrema importancia para
criar um gradiente de potencial hidrico que permite a absorcéo e distribuicdo de agua na
planta e a0 mesmo tempo contribuir para a regulacdo e manutencdo da temperatura foliar
(CARMEJO et al., 2006; SHARMA et al. 2014; MATHUR et al., 2014). Foram
observados, um CRA de 20 % em plantas de Poaceae submetidas a 35 °C por 30 dias
(JIANG & HUANG 2001), Zea mays e Helianthus annus foi observado um CRA de 80
% a 45 °C por 2 dias (DEKQV et al., 2000), em Phaseolus aureus Roxb. foi observado
um CRA de 78 % a 45 °C por 10 dias (KUMAR et al., 2011). Os maiores incrementos na
gse E, contribuiram para os maiores incrementos no Ci nas plantas do material Wt sob 40
°C, pois com a maior abertura estomatica e consequentemente maior entrada de COz um
aumento significativo no Ci foi observado. Além disso o aumento de Ci em ambos os
materiais vegetais esta relacionado por uma diminuicdo na taxa de transporte de elétrons
do PSII, inferindo uma diminuicdo na sintese de ATP e NADH pela etapa fotoquimica da
fotossintese que poderia ocasionar efeitos negativos nas etapas de reducao e regeneracao
do Ciclo de Calvin (CRAFTS- BRANDNER & SALVUCCI 2000; MATHUR et al.,
2014; HEYNEKE & FERNIE
2018) como demonstrado em plantas de Triticum spp (FENG et al., 2014) e Solanum
lycopersicum (ZHOU et al., 2017).

Efeitos negativos podem estar associados a fase fotoquimica da fotossintese em
ambos os materiais submetidos ao estresse térmico, dentre eles pode-se citar mudancas
nas propriedades de oOxido-reducdo na cadeia transportadora de elétrons do PSII
(MARTHUR et al., 2014). Reducdes significativas foram observadas em Fv/Fm, ®psyi, P

e NPQ tanto no Wot como no BRS-PA sob 40 °C, danos foto-oxidativos foram
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observados com 8 dias de estresse, esses resultados demostram que 0 excesso de energia
de excitacdo no complexo antena do PSII ndo foi utilizado para o trabalho fotoquimico e
nem dissipado na forma de calor, como pode ser demonstrado com reducdes em gP e
NPQ, dessa forma essa redugéo sendo determinante para a reducdo em Fv/Fm (CHEN et
al., 2017). A ndo dissipagdo adequada do excesso de energia por calor ocasionou uma
retro-inibicao da etapa fotoquimica da fotossintese aumentando os danos foto-oxidativos
(DEMMING-ADAMS & ADAMS, 1996; GILMORE, 1997). Além disso, a menor taxa
de transporte de elétrons na cadeia do PSIl ao longo do periodo de estresse pode ter
diminuido a sintese de NADPH e ATP, contribuindo para a reducdo da A nos dois
materiais vegetais como citado anteriormente para o aumento de Ci (LAWLOR 2002;
FOYER etal., 2012; ROACH & KRIEGER-LISZKAY 2014).

A diminui¢do no contetdo de MDA no WT a 40 °C e as ndo alteracGes no BRS-PA
a 40 °C, sugerem um controle na peroxidacdo lipidica com 8 dias de estresse, que pode
ter sido resultado um melhor ajuste no sistema antioxidante, visto que a concentracdo de
MDA reduziu em relacdo as plantas controle no material WT e se manteve inalterado nas
plantas de BRS-PA (MURATA et al., 2007).

As reducdes na A tanto no material Wt como no BRS-PA a 40 °C séo uma evidéncia
da producéo limitada de triose fosfatada pelo Ciclo de Calvin sob condicGes de estresse
(LAWLOR & CORNIC 2002; CHAVES & OLIVEIRA 2004). O material vegetal BRS-
PA a 40 °Capresentou menor acimulo de amido no cloroplasto o que se deve a reducdes
acentuadas na A (ZHAO et al., 2013). Além disso ha um aumento na demanda de amido
para a manutencao dos processos metabdlicos sob estresse térmico (DUAN et al., 2013),
como relatado por Marias et al. (2016) em plantas de Coffea arabica submetidas a 45 °C.
As reducdes observadas no conteido de sacarose nos materiais vegetais sob estresse
térmico, pode estar relacionado a diminui¢cdes na atividade enzimatica relacionadas a
sintese e hidrolise da sacarose, que como resultado fornece hexoses para varios requisitos
estruturais e funcionais, como a geragéo de energia ou a sintese de macromoléculas, como
o amido (NGUYEN & FOYER, 2001), e relatado por Yuan et al. (2017) em gen6tipos de

Brassica campestres L. submetidas a 40 °C por 7 dias.



57

5. Concluséao

O Wt e 0 BRS-PA apresentaram sensibilidade ao estresse térmico (40 °C), sendo
essa sensibilidade mais expressiva no material Wt, com reduces mais acentuadas na A,
maior desidratacdo celular com dimuigdes mais expressivas no status hidrico perda de
estabilidade do PSII, com maiores danos foto-oxidativos, e consequentemente uma
diminuicdo na disponibilidade de carboidratos do metabolismo priméario (amido e

glicose).

Conclusao geral

O acaizeiro é extremamente sensivel ao estresse térmico (alta temperatura), tanto
em sua magnitude como quando comparando dois materiais vegetais (WT e BRS-PA cv.)
apresentando danos expressivos no seu aparato fotossintético, a nivel de trocas gasosas e
estabilidade do fotossistema Il, quando submetido a um estresse de 40 °C, ocasionando
alteracBes oxidativas e metabdlicas negativas, como reducdes na atividade da Rubisco,
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (peroxidacdo lipidica) e

diminuicdo de metabdlitos primarios (amido, glicose e sacarose).
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