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fluorescéncia emitida por discos foliares de dois genétipos de Carica
papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria
sob diferentes temperaturas e tempos de imersao. ABS/CS, - Absorcao de
energia por unidade de sec¢éao transversal de uma amostra fotossintetizante
no tempo zero (t=0). TRo/CSo - Fluxo de energia capturado pelos RCs do
PSII por unidade de secédo transversal de uma amostra fotossintetizante
(em t=0). ETo/CSo - Fluxo de elétrons através do PSII por secéo transversal
de uma amostra fotossintetizante (em t=0). DIo/CSo - Dissipacéo térmica de
energia no PSII por secao transversal de uma amostra fotossintetizante (em
t=0). As médias (calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os P-
valores (calculados através da ANOVA) sdo apresentados (n=6). P<0,05
foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.................. 37
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Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em
banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos de imersédo. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) = EP e os P-valores (calculados
através da ANOVA) sao apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado
significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ..............cccvviieeiieiiiiiinnnee. 38
Figura 7. indice de Desempenho (Plabs) e indice de estrutura e func@o (SFlabs)
obtidos por meio da andlise do JIPtest com 0 auxilio do software Biolyzer®,
a partir das variaveis técnicas da fluorescéncia emitida por discos foliares
de dois genotipos de Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos
a imersdao em banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos de
imersdo. As médias (calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os
P-valores (calculados através da ANOVA) sao apresentados (n=6). P<0,05
foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.................. 40
Figura 8. Variaveis obtidas por meio do fluorimetro modulado por imagem FluorCam
800 MF em discos foliares de dois genotipos de Carica papaya L. (‘Candy’
e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imerséo. Fo - Fluorescéncia minima em estado

adaptado ao escuro. Fm - Fluorescéncia maxima em estado adaptado ao
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escuro. QYwmax - Rendimento quéantico maximo do PSIl em estado adaptado
ao escuro. QYiss - Rendimento quantico efetivo no estado estacionario da
fotossintese adaptada a luz. As médias (calculadas a partir do conjunto de
dados) + EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) séao
apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de
Probabilidade. ........cooee e 43
Figura 9. Imagens de fluorescéncia obtidas por meio do fluorimetro modulado
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya
L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imers&do em banho-maria sob
diferentes temperaturas e tempos de imersado. Fo - Fluorescéncia minima
em estado adaptado ao escuro. Fm - Fluorescéncia maxima em estado
adaptado ao escuro. QYwmax - Rendimento quantico maximo do PSII em
estado adaptado ao escuro. QYss - Rendimento quantico efetivo no estado
estacionario da fotossintese adaptada a luz. A escala de cores a direita de
cada imagem representa a intensidade de emissdo de cada variavel ao
[0NgO do teCido fOlIAr. .....cooviviiiiiiiiii 44
Figura 10. Variaveis obtidas por meio do fluorimetro modulado por imagem
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois genoétipos de Carica papaya
L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob
diferentes temperaturas e tempos de imersdo. NPQ.ss - Quenching nao-
fotoquimico no estado estacionéario da fotossintese adaptada a luz. NPQp -
Quenching nao-fotoquimico instantaneo durante o periodo de relaxamento
da fluorescéncia no escuro. RriLss - Razao de decréscimo da fluorescéncia
no estado estacionario da fotossintese. As médias (calculadas a partir do
conjunto de dados) + EP e os P-valores (calculados através da ANOVA)
sdo apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de
5% de probabilidade. ... 46
Figura 11. Imagens de fluorescéncia obtidas por meio do fluorimetro modulado por
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois genotipos de Carica papaya
L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob
diferentes temperaturas e tempos de imersao. NPQLss - Quenching néo-
fotoquimico no estado estacionario da fotossintese adaptada a luz. NPQp -
Quenching nao-fotoquimico instantaneo durante o periodo de relaxamento

da fluorescéncia no escuro. RrdLss - Razdo de decréscimo da fluorescéncia

Xi


file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957688
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957689
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957690
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691
file:///D:/working/waccache/LocalCacheStore/NT%20AUTHORITY_NETWORK%20SERVICE/76319cafee024607aabb222c91459f16/00000000000000000000000000000405/input.docx%23_Toc83957691

no estado estacionério da fotossintese. A escala de cores a direita de cada
imagem representa a intensidade de emisséo de cada variavel ao longo do
1C=ToT0 [0 0 (0] = 47
Figura 12. Fluxo linear de elétrons (A) e Rendimento quéntico para dissipacao de
energia por processos ndao-regulados (PNO) obtidos por meio do
fluorimetro modulado Multispeq em discos foliares de dois gendétipos de
Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em
banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos de imersédo. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) = EP e os P-valores (calculados
através da ANOVA) sao apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado
significativo ao nivel de 5% de probabilidade. .............cccccevvviiiiiiiiiinennnn, 48
Figura 13. Taxa de evolucdo de oxigénio em discos foliares de dois gendétipos de
Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em
banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos de imersédo. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) = EP e os P-valores (calculados
através da ANOVA) sado apresentados (n=4). P<0,05 foi considerado
significativo ao nivel de 5% de probabilidade. ..............ccccuvveeeiiiiiiiiiiinnee. 49
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LISTA DE SIMBOLOS, ABREVIATURAS E NOMENCLATURAS

ABS/CSo Absorcdo de energia por unidade de secdo transversal de uma

amostra fotossintetizante no tempo zero (t=0)

ABS/RC Fluxo de energia absorvido por unidade de RC ativo

ATP Adenosina trifosfato

CEO Complexo de evolugéo de oxigénio

CO2 Di6xido de carbono

Cyt bo6/f Complexo citocromo b6/f

DAE Dias apds emergéncia

Dlo/CSo Dissipacao térmica de energia no PSII por se¢éo transversal de

uma amostra fotossintetizante (em t=0)
Dlo/RcC Energia total dissipada como calor, fluorescéncia e transferéncia de

energia para o PSI (em t=0), por unidade de RC ativo

DPVar Déficit de presséo de vapor do ar
ERO Espécies reativas de oxigénio
ETo/CSo Fluxo de elétrons através do PSII por secéo transversal de uma

amostra fotossintetizante (em t=0)

ET./RC Fluxo de elétrons transferidos por unidade de RC ativo (em t=0)
FAO Food and Agriculture Organization

Fo Fluorescéncia minima adaptada ao escuro, no tempo 50 ys

Fo' Fluorescéncia minima adaptada a luz

FJ Fluorescéncia na fase J, no tempo 2 ms
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Fi
Fm
Fr
F300

Fv/Fo

IBGE/PAM

IPCC
LED
LEF
LHCII
Mo

NADPH
NPQLss

NPQb
PAM
PEAD

Plabs

PSI
PSII

Qa

QY max

QVYliss

RC
RCA

Fluorescéncia na fase |, no tempo 30 ms

Fluorescéncia maxima adaptada ao escuro, no tempo 300 ms
Fluorescéncia maxima adaptada a luz

Fluorescéncia no tempo 300 s

Razdo entre as taxas constantes para uso fotoquimico e nao
fotoquimico da energia de excitacdo pelos RCs

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — Producdo Agricola
Municipal

Intergovernamental Panel of Climate Change

Light emitting diodes

Fluxo linear de elétrons

Complexo coletor de luz do PSlI

Inclinacdo inicial da curva relacionada com a cinética da
fluorescéncia

Nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato

Quenching ndo-fotoquimico no estado estacionario da fotossintese
adaptada a luz

Quenching nao-fotoquimico instantaneo durante o periodo de
relaxamento da fluorescéncia no escuro

Pulso de amplitude modulada

Polietileno de alta densidade

indice de desempenho. Um indicador da atividade funcional do PSII
normalizada pela energia absorvida

Fotossistema |

Fotossistema |l

Quinona A
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RESUMO

SOUZA, Guilherme Augusto Rodrigues de; Bacharel em Agronomia, MSc.,
Universidade Estadual do Norte Fluminense; fevereiro de 2021; Eficiéncia
fotoquimica em Carica papaya L. submetido a temperatura supra-6tima; Orientador:
Prof. Eliemar Campostrini.

Carica papaya L. é caracterizada como uma frutifera tropical e subtropical, o que a
torna mais exposta a uma seérie de condicbes climaticas desfavoraveis,
principalmente  temperaturas  supra-6timas, as quais podem induzir
comprometimentos na maquinaria fotossintética. O cultivo desta espécie em
sistemas protegidos, durante o verdo, pode ser impactado pela ocorréncia de
temperaturas supra-6timas, mesmo sob condicfes ndo limitantes de agua no ar e
no solo, que desencadeiam respostas ndo-estomaticas de estresse sobre a
magquinaria fotoquimica do mamoeiro. Para estudar estes efeitos, em dois
gendtipos de mamoeiro (‘Candy’ e o ‘Golden THB’), foram avaliadas as respostas
fotoquimicas do estresse por temperaturas supra-6timas. As sementes foram
germinadas e as plantas cultivadas em casa de vegetacdo durante 100 dias em
vasos de 40 litros preenchidos com subsolo, sob condi¢cdes de temperatura meédia
de 29°C + 0,29, umidade relativa meédia de 65% =+ 0,74 e radiacdo
fotossinteticamente ativa média de 606 pmol m? s + 24, Apés 100 dias de cultivo
foram retirados discos de folhas completamente expandidas, e imersos em banho-

maria, mantidos sob diferentes temperaturas (25, 35, 40, 45, 50, 55°C) durante
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diferentes periodos (15, 30, 45 e 60 minutos). Os discos foliares removidos do
banho-maria foram submetidos as avaliacbes de emissdo de fluorescéncia da
clorofila a e da taxa de evolugéo de O2. Em ambos os gendtipos, foi observado um
aumento nos valores de Fo e a reducdo dos valores de Fm foi verificada em
temperaturas superiores a 45°C, apos 15 minutos de imersdo, indicando a
ocorréncia de danos fotoquimicos. A partir de 40°C, foi observado aumento da
constante de dissipacdo nao-fotoquimica, em relacdo a dissipacdo fotoquimica
(Fv/Fo), 0 que resultou no menor rendimento quantico maximo (PPo € QYmax) €
efetivo (QYLss) do PSII. Observou-se a redu¢cdo na probabilidade de o elétron ser
transportado além de Qa (Wo) e na eficiéncia com que estes elétrons séo
transportados através da cadeia (®PEo), resultando no aumento significativo da
eficiéncia quéantica para dissipagéo de energia (®PDo). A partir de 15 minutos e sob
temperaturas superiores a 45°C, ocorreu alta taxa de inativacdo dos centros de
reacao, expressos pelo aumento significativo nos valores de 10RC/ABS e RC/CSo,
resultando na maior absorcao (ABS/RC), captura (TRo/RC), transporte (ETo/RC) e
dissipacéo (DI./RC) de energia por unidade de centro de reacao ativo. A partir de
45°C, houve um aumento significativo na absor¢cdo de energia pelo complexo
antena do PSIl (ABS/CSo), sem que esta energia fosse efetivamente capturada
(TRo/RC) e transportada (ETo/CSo), resultando em valores altos de dissipagéo do
excesso de energia (Dlo/CSo, NPQLss, NPQp e ®NO). Foi observada reducéo
significativa na taxa de evolucédo de Oz a partir de 35°C, refletida no aumento de
AV/Ato. A reducgéo dos indices Plabs, SFlabs € R, a partir de 40°C, e em ambos 0s
genatipos, reflete o nivel de dano fotoquimico promovido pelas altas temperaturas.
Temperaturas acima de 45°C, durante um periodo de 15 minutos, comprometem a
maquinaria fotoquimica de mamoeiro, e o genétipo ‘Candy’ mostrou ter maior

sensibilidade que o gendtipo ‘Golden THB’ a este tipo de estresse.

Palavras chaves: altas temperaturas, eficiéncia fotoquimica, estresse térmico,

mamoeiro, rendimento quantico, transporte de elétrons.
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ABSTRACT

SOUZA, Guilherme Augusto Rodrigues de; Bacharel em Agronomia, MSc.,
Universidade Estadual do Norte Fluminense; February 2021; Photochemical
efficiency in Carica papaya L. submitted to supra-optimum temperature; Advisor:
Prof. Eliemar Campostrini.

Carica papaya L. is characterized as a tropical and subtropical fruit tree, which
makes it more exposed to a series of unfavorable climatic conditions, mainly super-
optimal temperatures, which can induce compromises in the photosynthetic
machinery. The cultivation of this species in protected systems, during the summer,
can be impacted by the occurrence of super-optimal temperatures, even under non-
limiting conditions of water in the air and in the soil, which trigger non-stomatic stress
responses on the papaya photochemical machinery. To study these effects, in two
papaya genotypes (‘Candy’ and ‘Golden THB’) the photochemical responses to
stress by super-optimal temperatures were evaluated. The seeds were germinated
and the plants cultivated in a greenhouse for 100 days in 40 liter pots filled with
subsoil, under conditions of mean temperature of 29°C + 0.29, mean relative
humidity of 65% + 0.74 and radiation photosynthetically active average of 606 pmol
m?2 st + 24. After 100 days of cultivation, discs of fully expanded leaves were
removed and immersed in a water bath kept under different temperatures (25, 35,
40, 45, 50, 55°C) for different periods (15, 30, 45 and 60 minutes). Leaf discs

removed from the bain-marie were subjected to chlorophyll a fluorescence emission
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and O:2 evolution rate evaluations. In both genotypes, an increase in Fo values was
observed and a reduction in Fm values was observed at temperatures above 45°C,
after 15 minutes of immersion, indicating the occurrence of photochemical damage.
The increase in the non-photochemical dissipation constant was observed, in
relation to the photochemical dissipation (Fv/Fo), which resulted in the lowest
maximum quantum yield (PPo and QYmax) and effective (QYLss) of the PSII. It was
observed a reduction in the probability of the electron being transported beyond QA-
(Wo) and in the efficiency with which these electrons are transported through the
chain (®Eo), resulting in a significant increase in the quantum efficiency for energy
dissipation (®Do). After 15 minutes and at temperatures above 45°C, there was a
high rate of inactivation of the reaction centers, expressed by the significant increase
in the values of 10RC/ABS and RC/CSo, resulting in greater absorption (ABS/RC),
capture (TRo/RC), transport (ETo/RC) and dissipation (DIo/RC) of energy per active
reaction center unit. From 45°C onwards, there was a significant increase in energy
absorption by the PSII antenna complex (ABS/CSo), without this energy being
effectively captured (TRo/RC) and transported (ETo/CSo0), resulting in high values
excess energy dissipation (Dlo/CSo, NPQLss, NPQpo and ®NO). There was a
significant reduction in the rate of evolution of O2 from 35°C, reflected in the
increase in AV/Ato. The reduction of Plass, SFlabs and Rfd indexes, from 40°C, and
in both genotypes, reflects the level of photochemical damage caused by high
temperatures. Temperatures above 45°C, for a period of 15 minutes, compromise
the papaya photochemical machinery, and the ‘Candy’ genotype was shown to have

greater sensitivity than the ‘Golden THB’ genotype to this type of stress.

Key words: photochemical efficiency, papaya, thermal stress, high temperatures,

electron transport, quantum vyield.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, e ao redor do mundo, o aumento da temperatura do
ar média global tem impacto direto nos ecossistemas naturais e na produtividade
da maioria das espécies cultivadas (Dusenge et al., 2018). Esse impacto pode estar
relacionado tanto com o efeito direto desta temperatura supra-6tima diretamente,
ou por meio indireto das alteracdes climéticas sobre a distribuicdo de chuvas, o que
pode resultar na maior frequéncia de eventos extremos de secas e/ou inundacoes
em diferentes regides (Myers et al., 2017). Quando as temperaturas supra-6timas
acontecem em periodos mais prolongados, esta acao pode resultar numa série de
respostas de estresse nos organismos vegetais (Fahad et al., 2017; Allen et al.,
2018; Raza et al., 2019).

De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climéaticas
(IPCC), no decorrer do século XXI é previsto um aumento consideravel na
temperatura global do ar de 2 a 4°C (Field et al., 2012; IPCC, 2018). Isso significa
dizer que as plantas, sejam elas de ecossistemas naturais ou agricolas, estaréo
expostas com maior frequéncia a temperaturas supra-Otimas, o0 que pode
drasticamente resultar em impactos diretos nos processos fisiolégicos e,
conseguentemente, no rendimento das culturas de interesse agronémico, o que
pode comprometer ainda mais a seguranca alimentar global (Hatfield et al., 2011,
Garrufia-Hernandez et al., 2014).

Em agroecossitemas de regides tropicais e subtropicais, a variabilidade
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térmica jA é uma realidade que afeta diretamente a produtividade agricola das



culturas distribuidas nessas regides (Benkeblia et al., 2018; Nath et al., 2019). Entre
as culturas de interesse agrondmico, as espécies frutiferas perenes se destacam
com maior resiliéncia e estratégias de mitigacdo dos efeitos da variabilidade
térmica. Apesar de possuirem estratégias e mecanismos de sobrevivéncia que
possibilitam estas plantas lidar com estresses ambientais adversos, as frutiferas
perenes tropicais, como o mamoeiro (Carica papaya L.), podem apresentar um
custo consideravel de energia para manutencdo das atividades metabdlicas de
sobrevivéncia em condicdo supra e infra 6timas, o que pode resultar no
comprometimento da produtividade (Sthapit et al., 2012; Benkeblia et al., 2018;
Nath et al., 2019).

Os principais cultivos comerciais do mamoeiro estdo distribuidos entre
latitudes 23°N e 23°S. Contudo, sob condi¢cdes especiais de cultivo protegido das
temperaturas infra-6timas, as plantas podem ser encontradas em areas de latitudes
de até 36°N e 36°S (Chan, 2009; Campostrini et al., 2018). As caracteristicas de
origem tropical e predominancia de cultivo da espécie nestes locais permitem que
0 mamoeiro apresente mecanismos fisioldgicos que sejam capazes de contornar
determinados estresses ambientais leves, aos quais a planta é submetida como,
por exemplo, 0 estresse por temperaturas supra-o6timas. Entretanto, a partir do
momento em que estresse progride para condicoes moderadas e severas, o dano
pode ser intenso e comprometer significativamente a produtividade desta
importante espécie agricola tropical.

O mamoeiro apresenta uma faixa de temperatura 6tima de cultivo entre
21°C a 33°C (Lassoudiere, 1968). Entretanto, com o avanc¢o dos cultivos para
regibes como sul da Espanha, Japao, Israel, China, Turquia e Australia, e em
regibes semiaridas do Brasil, tém sido observados cultivos em regifes cujas
temperaturas se deslocam da faixa considerada étima para a cultura (Galan Sauco
e Rodriguez Pastor, 2007; Campostrini et al., 2018).

A permanéncia das plantas de mamoeiro em temperaturas supra-otimas
pode desencadear respostas fisiologicas de estresse que culminam na reducéo da
taxa de assimilagéo liquida de COz, e pode resultar no menor acimulo de biomassa
e menor produtividade da espécie (Fahad et al., 2017). Nesta condig&o, tanto os
fatores estomaticos quanto os ndo-estomaticos relacionados a fotossintese podem
ser afetados negativamente. Campostrini et al. (2010) observaram que, quando

cultivado em condi¢cado de campo, 0 mamoeiro pode ter reducéo significativa de 20



para 5 umol m2 s na assimilagédo de CO2, quando a temperatura se eleva de 20°C
para 40°C. De acordo com 0s autores, essa limitacdo se da, principalmente, por
fatores estomaticos, em decorréncia do aumento significativo do déficit de presséo
de vapor do ar (DPVar), 0 qual promove o fechamento estomatico e limita a entrada
de CO2 até os sitios de carboxilacdo da ribulose — 1,5 — bisfosfato carboxilase
oxigenase (RuBisCO). Além disso, o fechamento estoméatico promove reducao
significativa na taxa de transpiracdo em plantas de mamoeiro, portanto, pode
contribuir para aumentar a temperatura foliar, a qual pode alcancar 42°C no verao
sob condicdes de campo (Ferraz et al., 2015). Além dos efeitos iniciais diretos
ocasionados pelo fechamento estomético, os efeitos indiretos ocasionados pela
inativacdo de processos fotoquimicos e bioquimicos podem substancialmente
reduzir a fotossintese pela fotoinibicdo (Rodrigues et al., 2018).

Além da limitacdo por fatores estomaticos, a reducdo na taxa de
assimilacdo fotossintética nas plantas de mamoeiro sob condicbes de estresse
térmico pode ser decorrente de limitagbes ndo-estomaticas, principalmente, pelos
efeitos que o estresse ocasiona na via fotoquimica (Weng e Lai, 2005). Esta
limitacdo na fotossintese se da, principalmente, porque as elevadas temperaturas
promovem a desestruturacdo das membranas dos tilacoides, onde as reacfes
fotoquimicas acontecem, comprometendo a formacao de ATP e NADPH, uma vez
que estas moléculas sao utilizadas na etapa bioquimica da fotossintese (Mathur et
al., 2014; Wang et al., 2018).

Atualmente, em algumas regides, e no verdao, como € o caso dos cultivos
protegidos no sul da Espanha, sdo observadas temperaturas muito altas em
determinados horérios no decorrer do dia, 0 que promove o aumento severo do
DPVar e aquecimento intenso do dossel das plantas de mamoeiro (Galan Sauco,
2002; Sauco e Rodriguez Pastor, 2007; Gunes e Gibbik, 2011; Campostrini et al.,
2018; Cabrera et al., 2019). Na tentativa de amenizar a perda de produtividade dos
cultivos pelo aumento drastico de temperatura dentro das casas de vegetacao
(podendo chegar a 45°C) (Prof. Julian Cuevas Gonzalez, comunicagdo pessoal),
muitos produtores tém utilizado de sistemas de ventilagdo no teto, e da técnica de
microaspersao de agua sobre a copa das plantas (Micro-Fog). Esta técnica consiste
em um sistema automatizado que aciona a microaspersao de agua sobre o dossel
nos horarios mais quentes do dia, com a finalidade de reduzir a temperatura foliar

e aumentar a umidade dentro da casa de vegetacao, contribuindo para a reducao



do DPVa e manutengcdo da fotossintese (Fukamachi et al., 2002; Zhang et al.,
2015).

Nos sistemas protegidos, a aplicacdo das técnicas citadas, apesar de
onerosas, tornam-se viaveis para a reducdo dos danos decorrentes do estresse
térmico, e varios estudos tém demonstrado a eficacia ha manutencéo das trocas
gasosas das plantas. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos diretos do estresse
térmico sobre a maquinaria fotossintética do Fotossistema Il (PSII) nos cultivos de
mamoeiro em que se utiliza este sistema de microaspersao de agua sobre a copa
[condicdo nédo limitante de agua no ar (reduzidos valores de DPVar) e no solo
(sistema irrigado)]. No verdo europeu, e nesta condicdo do mamoeiro irrigado e
submetido a reducdo do DPVa sob Micro-Fog, o estresse supra-6timo é
desvinculado do estresse hidrico. Desta maneira, 0 conhecimento associado a
eficiéncia fotoquimica (efeitos ndo-estomaticos) da acédo do estresse supra-otimo
nesta condicdo nao limitante de 4gua no ar e no solo no cultivo desta espécie, torna-
se de fundamental importancia. Ainda, este tipo de estudo (um dos objetivos do
presente trabalho) permite a definicdo das temperaturas criticas, a partir das quais,
0 estresse ndo associado aos estdbmatos comeca a se manifestar nas plantas.
Outros estudos futuros, podem ser feitos com o objetivo de determinar o tempo
maximo que estas plantas podem permanecer em temperaturas supra-6timas sem
que elas ocasionem danos criticos ao aparato fotossintético foliar, quando este for
retornado a temperatura considerada 6tima para cultura.

O uso de diferentes técnicas de medicdo da emissao de fluorescéncia da
clorofila a permite, de maneira rapida e ndo invasiva, a detec¢céo do nivel de danos
na maquinaria fotoquimica promovidos por estresse abi6ticos, como exemplo, o
estresse por temperaturas supra-6timas (Guidi et al., 2007; Ehlert e Hincha, 2008;
Kalaji et al., 2017). No entanto, para que o emprego da técnica seja potencializado,
€ necessario o estudo aprofundado de diferentes métodos de avaliacdo da emissao
de fluorescéncia para que as variaveis mais sensiveis e apropriadas para a
deteccdo do estresse sejam selecionadas, e possibilitem a compreensao geral da
severidade do estresse (como exemplo, temperatura supra-6tima) no tecido foliar.

Com base na hipétese de que temperaturas superiores a 40°C
desencadeiam respostas de estresse fotoquimico em cultivos protegidos de C.
papaya L. sob condi¢cdes hidricas ndo-limitantes, este trabalho tem por objetivo

avaliar, por meio de diferentes metodologias associadas a emissdo da



fluorescéncia da clorofila, a eficiéncia fotoquimica em dois gendtipos de mamoeiro
de importancia comercial submetidos ao estresse por temperaturas supra-6timas,
sob condi¢Bes hidricas ndo-limitantes, a partir da exposicao de discos foliares a
diferentes temperaturas, em diferentes periodos de exposi¢ao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia socioeconémica de Carica papaya L.

O mamoeiro é uma das frutiferas tropicais e subtropicais de maior
importancia socioeconémica, devido ao elevado valor nutricional. O fruto desta
espécie pode ser consumido in natura ou industrializado (Dantas e Junghans,
2013). A distribuigé@o de cultivo se concentra entre as latitudes 23° Norte e 23° Sul,
em temperaturas que variam entre 22°C e 26°C (Marin et al., 1995; Alves, 2003).

Os principais paises produtores de mamé&o sdo a india, a Republica
Dominicana e o Brasil, com aproximadamente 6,05, 1,17 e 1,16 milhdes de
toneladas produzidas no ano de 2019, respectivamente. O Brasil é ranqueado como
terceiro maior produtor mundial do mamoeiro, com cerca de 9%, e considerado
como segundo maior exportador, entretanto, a maior parte da producdo brasileira
é destinada ao consumo interno (FAO, 2020; TRIDGE, 2021). Dentre os estados
mais representativos nas exportacdes, estdo os estados do Nordeste como o Rio
Grande do Norte, Bahia e Ceara, seguidos pelo Espirito Santo e Sdo Paulo, na
regido Sudeste (IBGE/PAM, 2017).

O consumo de maméao pode ocorrer de diferentes formas: in natura
(consumido maduro), sendo este uso mais frequente, ou verde, em forma de
saladas. Quando ndo consumido in natura, o fruto pode ser utilizado na industria

alimenticia e na industria farmacéutica. Em alguns paises, as folhas, os caules e,



até mesmo as flores, podem ser processados e inseridos na culinaria local (Saran
et al., 2016); ou usados para extracdo da carpaina, que € um alcaloide empregado
como ativador cardiaco. Além do uso na culinria, 0 maméao verde pode ser usado
para extracdo de uma enzima proteolitica do latex denominada papaina, a qual
pode ser usada na industria para amaciamento de carne e las, na industria de
cosmeéticos, produtos farmacéuticos e na producdo de cervejas (EI Moussaoui et
al., 2001; Konno et al., 2004; Evans e Ballen, 2012).

A producgéo de maméao em todo o mundo, além da importancia comercial e
econbmica, possui grande importancia social, principalmente pela geracdo de
empregos (diretos e indiretos) e renda, devido a demanda da mao de obra ao longo
do ciclo de cultivo para realizag&o de tratos culturais, colheita e comercializacao da
producédo (Dantas e Junghans, 2013).

2.2 Aspectos botéanicos de C. papaya L e caracterizagao varietal

A espécie Carica papaya L., chamada comumente de mamoeiro, descrita
por Linnaeus (1753), foi incluida a familia Caricaceae, sendo esta constituida por 6
géneros e 35 espécies. Devido a sensibilidade ao frio (Dhekney et al., 2004), esta
espécie encontra-se distribuida em véarias regides tropicais e subtropicais ao redor
do mundo, o que dificulta a determinacéo precisa do centro de origem (Harlan,
1971; Vavilov, 1987). Entretanto, muitos autores consideram que, devido a
presenca de outros géneros da familia Caricaceae endémicos no México, este seja
o local de origem mais provavel, estendendo-se do sul do pais por toda a América
Central (Badillo, 1971).

O mamoeiro tem sido descrito como uma herbacea perene gigante e/ou
como uma planta semi-lenhosa. Seu genoma relativamente pequeno, cujas
caracteristicas de tamanho e lignificacdo celular, consumo de carboidratos,
respostas no fotoperiodo e producéo de metabdlitos secundérios Ihe conferem a
posicao intermediaria entre uma planta herbacea e uma arvore (Ming et al., 2008).

A planta de mamoeiro é formada por uma haste simples, na qual podem
surgir brotagbes laterais, caso ocorra supressdo da dominancia apical. A altura

pode atingir até 10 m, com diametro de caule que varia de 10 a 40 cm. Entretanto,



em cultivos comerciais, esta altura raramente supera 5 a 6 m (Morton, 1987). A
parte aérea apresenta filotaxia espiralada com configuracéo 3:8, sendo necessarias
trés folhas para completar um giro de 360° em torno do caule e oito folhas para que
uma folha localizada na parte inferior esteja perfeitamente alinhada com uma folha
localizada na parte superior (Fisher, 1980; Ming et al. 2008, Campostrini et al,
2018). Uma folha completamente expandida pode atingir uma area aproximada de
0,6 m2, com densidade estomatica de aproximadamente 400 mm=2 e um peciolo
variando entre 0,3 e 1,05 m de comprimento (Bucci et al., 2003; Carneiro e Cruz,
2009; Posse et al., 2009; Leal-Costa et al., 2010; Ming e Moore, 2014).

Durante a fase reprodutiva, 0 mamoeiro pode apresentar flores masculinas,
femininas e hermafroditas (Ming et al., 2008). Entretanto, os frutos originados de
flores hermafroditas sdo os mais desejaveis comercialmente por terem formato
mais alongado, menor cavidade interna e, portanto, maior relacdo polpa/volume
(Storey, 1941).

Quanto ao tamanho e a origem do fruto, o cultivo comercial do mamoeiro é
reduzido a dois grupos caracteristicos. O grupo Formosa, que é caracterizado pela
producao obtida a partir de materiais hibridos, cujos frutos sdo de tamanho médio
(1 kg), com polpa avermelhada e destinados, principalmente, ao mercado interno.
Ja o grupo Solo apresenta cultivares, como a Sunrise Solo e a Golden, com
uniformidade genética e oriundas de linhagens puras, responsaveis pela producao
de frutos de polpa avermelhada e de tamanho menor (400 a 500 g), os quais sdo
consumidos pelo mercado interno e sado, preferencialmente, destinados a
exportacao (Faria et al., 2009).

As variedades do grupo, Solo de maior interesse comercial, sdo a Sunrise
Solo, o ‘Golden’ e o ‘Golden THB’ (Faria et al., 2009; Serrano e Catanneo, 2010).
Dentre estes, o Golden é caracterizado como uma cultivar oriunda de selecéo
massal em pomares de Sunrise Solo, desenvolvida pela empresa Caliman Agricola
S.A no estado do Espirito Santo (Costa e Pacova, 2003). Segundo Martins e Costa
(2003), os frutos hermafroditas possuem formato piriforme, de coloracdo rosa-
salmao, cavidade interna estrelada, com casca lisa, tamanho uniforme e peso
médio de 450g. Apesar de apresentar grande variabilidade genética, com producao
e teor de sélidos soluveis reduzidos em comparacéo a variedade Sunrise Solo, o
fruto do mamoeiro ‘Golden’, bem como o ‘Golden THB’, tem demonstrado boa

aceitacdo no mercado internacional (Martins e Costa, 2003; Almeida, 2005).



As variedades do Grupo ‘Formosa” sao originarias, principalmente da China
e do Brasil, e compreendem a hibridos F1. As variedades mais usuais sao ‘Tainung
n°1’, ‘Tainung n°2’ e o hibrido nacional ‘UENF/Caliman 01", conhecido também
como ‘Candy’ (Martins e Costa, 2003). De acordo com Martins e Costa (2003), os
frutos do hibrido ‘Candy’ possuem casca de cor verde, com peso médio variando
entre 1,4 kg e 1,6 kg, possui polpa alaranjada, com 3,54 pontos na escala de
apreciabilidade. Além disso, apresentam casca fina, com polpa de aroma
intermediario, pouco tecido placentario e étima qualidade de mesa. Destinam-se

principalmente ao mercado nacional.

2.3 Aquecimento global e o estresse térmico em plantas

As mudancas climaticas globais tém acarretado uma série de
consequéncias severas ao crescimento e desenvolvimento de culturas ao redor do
mundo. A ma distribuicdo pluviométrica e o aumento consideravel das temperaturas
médias anuais do ar caracterizam-se como os fatores que mais impactam o
crescimento e o desenvolvimento de plantas, devido aos inumeros
comprometimentos morfofisioldgicos acarretados por estes dois fatores ambientais,
aos quais as plantas sao submetidas (Kadam et al., 2014; Fahad et al., 2017; Raza
et al., 2019).

De acordo com dados do IPCC (2018), a partir de meados do século XX, a
temperatura média global do ar apresentou um aumento significativo de 0,85°C até
2012. Contudo, muitas regifes onde os efeitos do aquecimento global tém sido
mais intensos podem ser observados aumentos proximos a 1,5°C, com
probabilidade de aumento de até 0,2°C a cada década. Apesar de parecer um
aumento insignificativo, podem ser observadas grandes alteracbes, tanto em
sistemas antrOpicos quanto em sistemas naturais, associados ao aumento dos
eventos de secas, inundacdes, elevacédo do nivel do mar e perda de biodiversidade,
0 que contribui direta ou indiretamente com o desenvolvimento social de
determinadas regides (IPCC, 2018).

Apesar dos impactos diretos em ecossistemas naturais, 0 aumento das

temperaturas médias globais tem sido muito relacionado a redugéo da seguranca
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alimentar global (Lesk et al., 2016). Isso porque esta elevacdo na temperatura gera
condicles estressantes, que resultam no comprometimento da producao agricola,
seja pelo efeito direto das ondas de calor em &reas de cultivo, ou como resultado
da frequéncia com que eventos extremos de secas e/ou inundagdes tém ocorrido
nestas areas (Lobell et al., 2011).

O nivel de estresse ou dano decorrente do estresse esta diretamente
relacionado com as caracteristicas intrinsecas da espécie vegetal e com o local em
que esta espécie cresce e se desenvolve, além do tempo em que a planta
permanece sob uma dada condi¢do estressante (Zrobek-Sokolnik, 2012; Cavatte
et al.,, 2012). Desta forma, o estresse por temperaturas supra-6timas pode ser
definido como o aumento da temperatura além do limite tolerado pelas plantas por
um periodo capaz de causar danos irreversiveis ao crescimento e ao

desenvolvimento da planta (Wahid et al., 2007).

2.4 Efeitos fisiologicos do estresse supra-6timo em plantas

O estresse térmico, infra ou supra-6timo pode acarretar uma série de
distarbios funcionais nos tecidos vegetais, levando em consideracédo a intensidade
da temperatura e o tempo de exposicdo das plantas a essa temperatura. As
temperaturas moderadamente altas ou muito altas (supra-6timas) podem
desencadear a desnaturacdo ou agregacdo de proteinas, aumento da fluidez de
membranas lipidicas, inativacdo de enzimas cloroplastidicas e mitocondriais,
inibicdo da sintese de proteinas e perda da integridade de membranas,
comprometimento do processo de divisao celular, inibicdo do crescimento, fluxo de
ions e producdo de compostos toxicos as células, ocasionando lesbes celulares
graves, podendo resultar na morte celular (Wahid et al., 2007; Hasanuzzaman et
al., 2013).

A fotossintese € o principal processo fisiolégico afetado pelo estresse
térmico (Yang et al., 2006). Tanto as reacdes fotoquimicas, que ocorrem nos
tilacoides dos cloroplastos, quanto as reag¢des bioquimicas, responsaveis pelo

metabolismo do carbono no estroma, sdo extremamente sensiveis as temperaturas
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supra-otimas (Berry e Bjorkman, 1980; Wise et al., 2004; Mathur et al., 2014; Wang
et al., 2018).

A reducao da taxa fotossintética em plantas sob condi¢des estressantes de
calor é caracterizada pela reducdo da fixacdo de CO:2 e a conversdo em
carboidratos, devido, principalmente, a reducéo na atividade da RuBisCO (Crafts-
Brandner e Salvucci, 2004). Em condi¢des de temperaturas moderadamente altas,
ocorre a inativagéo térmica da RuBisCO, em decorréncia da inibicdo da RuBisCO
ativase (RCA), o que resulta na inibicdo assimilagdo do CO2. Com a reducéo da
taxa de carboxilacdo da RuBisCO ocorre aumento na taxa de oxigenacdo desta
enzima, o que contribui para a ocorréncia da fotorrespiracdo, uma vez que este
processo metabdlico € uma importante estratégia fisiologica para que a planta
‘escape” de estresses ambientais (Portis, 2003; Perdomo et al., 2017).

A inibicho da fotossintese por elevadas temperaturas pode estar
relacionada aos efeitos estomaticos. Sob condi¢cdes de elevadas temperaturas, 0s
estbmatos tendem a se fechar, o que reduz a conduténcia estomatica ao CO: e,
portanto, a entrada deste gas fica limitada no mesofilo (Salvucci e Crafts-Brandner,
2002; Morales et al., 2003). O fechamento dos estébmatos reduz a perda de agua,
consequentemente, diminuindo a perda de calor por meio da transpiracdo, o que
contribui para o aumento da fotorrespiracdo da RuBisCO (Salvucci e Crafts-
Brandner, 2004; Lociale et al., 2014). Além disso, a afinidade da RuBisCO com o
CO2 é extremamente reduzida com aumento da temperatura, favorecendo a
catélise da oxigenacdo em detrimento a carboxilacdo (Hermida-Carrera et al.,
2016).

Apesar dos fatores estoméaticos e bioguimicos associados a inibicdo da
fotossintese de plantas submetidas a condi¢Bes de estresse supra-6timo, os danos
gerais as reacdes fotossintéticas se devem, principalmente, ao comprometimento
da etapa fotoquimica para produgcédo de Adenosina Trifosfato (ATP) e Nicotimida
Adenina Dinucleétido Fosfato (NADPH), os quais serdo consumidos na etapa
bioquimica (Wise et al., 2004; Mathur et al., 2014; Wang et al., 2018). Isso porque,
0s complexos proteicos, como o PSII, PSI, complexo de evolugdo de oxigénio e o
complexo Citocromo b6f (Cyt b6/f), distribuidos pela membrana tilacoide sé&o
altamente termolabeis (Harvaux e Tardy, 1996; Bukhov et al., 1999; Morales et al.,
2003; De Ronde et al., 2004; Camejo et al., 2005; Sharkey, 2005).
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Quando expostas a condicdes de temperaturas superiores aquelas
consideradas 6timas para o crescimento e desenvolvimento, as plantas comecam
a apresentar alteracdes consideraveis na estrutura de membranas do cloroplasto,
principalmente, pelo aumento da fluidez de lipidios e desempilhamento de tilacoides
granais (Vani et al., 2001; Ashraf e Hafeez, 2004; Rodriguez et al., 2005; Millineaux
e Kirchhoff, 2009; Petrova et al., 2018). Com o0 aumento da fluidez ocorre a reducéo
de pigmentos fotossintéticos e os complexos coletores de luz do PSII (LHCII) se
dissociam dos centros de reacdo, comprometendo a transferéncia de energia de
excitacado para manutencéo do fluxo de elétrons através do PSIl (Harvaux, 1993;
Srivastava et al., 1997; Mathur et al., 2014; Madireddi et al., 2019)

Além da desestruturacdo de membranas, é observada a inativacdo do
complexo de evolucao de oxigénio (CEO), que é formado por um conglomerado de
manganés que atua como um cofator responsavel pela quebra das moléculas de
H20 para o fornecimento de elétrons para a etapa fotoquimica e liberacdo de O:
(De Ronde et al., 2004, Strasser, 2004; Barra et al., 2005; Oukarroum et al., 2013).
Esta inativacao resulta no desequilibrio no fluxo de elétrons do CEO em direcao ao
lado aceptor do PSII (De Ronde et al., 2004). Além disso, as elevadas temperaturas
podem promover a dissociacdo da proteina de 33 kDa, responsavel pela
estabilizacdo dos complexos de manganés, e promover danos diretos as proteinas
D1 e/ou D2 do PSII (Rivas e Barber, 1997; Yamane et al., 1998).

Apesar dos danos observados em torno PSII pelas elevadas temperaturas,
Pastenes e Horton (1996) e Bukhov et al. (1999) propuseram que 0 estresse
térmico moderado pode promover uma maior condutancia de proétons do tilacoide
e, consequentemente, o aumento do fluxo ciclico de elétrons em torno do PSI. De
fato, foi observado que as enzimas do estroma, ao lado do PSI, e os envelopes do
cloroplasto proximo a este fotossistema, sdo mais termoestaveis do que as do PSlI,
promovendo, assim, o maior fluxo ciclico de elétrons em torno do PSI, e
contribuindo para formacéo do gradiente de prétons do tilacoide (Bukhov, 1999;
Joét et al., 2002; Schrader et al., 2004; Sharkey, 2005).

Geralmente, o estresse térmico em plantas € acompanhado pelo estresse
oxidativo, pela formagédo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(Reddy et al., 2004; Asada, 2006; Dogra e Kim, 2019). Isso ocorre porque as altas
temperaturas podem promover o desacoplamento de enzimas e vias metabolicas

gue resultam no acumulo de EROs, os quais sdo prejudiciais e causam danos as
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proteinas do centro de reacdo do PSII. As principais EROs formadas nesse
processo sdo o oxigénio singleto reativo (*O2), radical superéxido (Oz -), perdxido
de hidrogénio (H202) e radical hidroxila (OH’) (Apel e Hirt, 2004). Sob condi¢des de
estresse moderado, estas EROs podem atuar como sinalizadores para ativagao do
ciclo de reparo do PSII danificado. Entretanto, com a progresséo do estresse, tanto
pelo aumento das temperaturas quanto pelo aumento do tempo de permanéncia
sob a condigdo estressante, estas ERO’s tornam-se extremamente toxicas e
destrutivas as células vegetais (Fahad et al., 2017; Nievola et al., 2017; Dogra e
Kim, 2019; Hu et al., 2020).

2.5 Uso da fluorescéncia da clorofila a para deteccdo do estresse em
plantas

A técnica de medicédo da emissao de fluorescéncia da clorofila a (FC) tem
sido amplamente utilizada para deteccao de estresses em plantas. ISso porque a
FC se caracteriza como uma técnica precisa e rapida para quantificar o nivel de
danos ocasionados ao aparato fotoquimico, tanto por estresses abi6ticos quanto
para os bidticos, além de ser uma metodologia nao invasiva (Baker, 2008; Woo et
al., 2008). Em termos gerais, a analise de FC da clorofila a destina-se a estimar e
avaliar a atividade geral do PSII (Guidi et al., 2007; Ehlert e Hincha, 2008; Kalaji et
al., 2017).

A emissdo da fluorescéncia da clorofila €, basicamente, uma das trés
principais vias de dissipacdo de energia luminosa, a qual foi absorvida pelas
plantas. A energia absorvida pelos complexos coletores de luz, tanto do PSII quanto
do PSI, pode ser utilizada pela etapa fotoquimica, e pode ser reemitida na forma de
calor e/ou na forma de luz, que é a fluorescéncia. Como as trés vias de dissipacao
sao competitivas entre si, todas estas vias podem contribuir para o decaimento do
estado de excitacdo da molécula de clorofila, e 0 aumento da participacdo de
qualquer um destes processos (fotoquimica e calor) resultando na reducdo do
rendimento de fluorescéncia (Baker, 2008; Guidi e Degl’'Innocenti, 2011; Murchie e
Lawson, 2013). Sendo assim, a intensidade de fluorescéncia emitida é
inversamente proporcional a energia destinada a etapa fotoquimica e a dissipagao

na forma de calor, o que permite que FC seja usada como uma técnica para avaliar



14

a atividade fotossintética de plantas. Assim, as técnicas de medicdo da emisséo de
fluorescéncia ndo-modulada e de fluorescéncia modulada em tecidos
fotossintetizantes sédo usadas para avaliagdo da atividade da maquinaria
fotossintética.

A fluorescéncia ndo-modulada ou de excitagdo continua baseia-se na
excitacdo das moléculas de clorofila por um pulso de saturacdo e deteccdo da
fluorescéncia, apés um prévio periodo de adaptacao ao escuro. Apds a adaptacao
ao escuro, por um periodo minimo de 20 — 30 minutos, a amostra é iluminada
continuamente por um pulso de saturacdo de cerca de 3500 pmols m2 st (a
depender do fluorimetro) com comprimento de onda préximo a 625 nm. Apés a
iluminacao, a fluorescéncia é detectada em comprimentos de onda superiores a
700 nm, cujo sinal é amplificado e digitalizado, permitindo, assim, o célculo das
variaveis basicas da fluorescéncia (Stirbet e Govindjee, 2011; Kalaji et al., 2014;
Goltsev et al., 2016). Comumente, as analises baseadas nesta técnica de medicao
tém sido feitas por meio de interpretacfes da cinética de emisséo da fluorescéncia
normalizadas pelo tempo (em escala logaritmica), e com base na curva de inducao
do trasiente OJIP, vérias variaveis podem ser obtidas por meio da analise do JIPest
(Strasser et al., 2000; Strasser et al., 2004).

O JIPtest € baseado na cinética rapida de inducdo da fluorescéncia da
clorofila, que reflete a atividade da maquinaria fotossintética. Este teste foi
desenvolvido com base na teoria do fluxo de energia em membranas
fotossintéticas, e € capaz de correlacionar diferentes etapas da curva de inducdo
com os estados de oxirreducao do PSII, e com a eficiéncia do transporte de elétrons
através da cadeia intersistema para os aceptores finais do PSI (Strasser et al.,
2005; Tsimilli-Michael e Strasser, 2008). O uso do JIPtest tem sido amplamente
aplicado para deteccdo de estresses abidticos, incluindo aqueles promovidos por
temperaturas supra-6timas (Chen e Cheng, 2009; Stefanov et al., 2011; Zuchi et
al., 2012; Chen et al., 2016).

A fluorescéncia modulada, por sua vez, € medida com base no sistema de
modulacdo de amplitude de pulso (PAM) (Schreiber, 1986). Nesta técnica, a
fluorescéncia da clorofila é excitada por uma fonte luminosa que é ligada e
desligada continuamente, em intervalos regulares e, diferentemente do sistema
nao-modulado, somente a fluorescéncia variavel induzida na amostra € monitorada

pelo detector. Esta modulacdo da fluorescéncia permite com que as medi¢des
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sejam realizadas em amostras que estejam sob exposi¢cao de luz actinica (capaz
de induzir a fotossintese) continua, seja artificial ou mesmo a luz solar. Por isso, o
detector de fluorescéncia deste sistema de medicao deve ser sensibilizado por trés
sinais de luz: o sinal de luz actinica, o sinal de fluorescéncia continuo induzido pela
luz actinica e o sinal de fluorescéncia induzido por um pulso modulado de saturacao
(Baker, 2008; Murchie e Lawson, 2013; Goltsev et al., 2016.)

Com o uso de um sistema PAM, a medi¢do da FC no tempo tem inicio
quando uma luz de medicdo modulada muito fraca € ligada para induzir a
fluorescéncia da clorofila inicial. Esta luz de medicao é proporcionada por LEDs que
emitem radiacdo na regido espectral do vermelho, préximo a 650 nm, e por ser
muito fraca ndo é capaz de desencadear respostas fotoquimicas na amostra. Toda
a fluorescéncia emitida até esse momento é proveniente da excitacdo do complexo
antena e, por isso, € denominada como fluorescéncia minima ou inicial (Fo).
Posteriormente, um pulso de saturacéo € ativado, com duracéo de cerca de 0,8 s
e intensidade de até 20000 umol m? s (a depender do fluorimetro) que promove
a completa reducéo dos aceptores de elétrons do PSII e blogueia temporariamente
as reacoes fotoquimicas. Este pulso permite o aumento acentuado da emissao da
fluorescéncia [fluorescéncia maxima (Fm)] em amostras adaptadas ao escuro.
ApoOs a intensidade de fluorescéncia retornar a intensidades basais, a luz actinica
é ligada, com intensidade variavel entre 200 — 3000 pmol m2 s1, para determinacéo
do nivel FP (fluorescéncia maxima apdés iluminacado actinica). Apds alguns minutos
de exposicédo a luz actinica, a intensidade de fluorescéncia é reduzida, atingindo o
estado estacionario denominado de fluorescéncia terminal (FT), o que indica o
equilibrio entre as reacdes fotoquimicas e bioquimicas. Neste momento, um novo
pulso de saturacdo pode ser ativado para determinacéo de Fm’ e, em seguida, um
pulso de luz vermelho-distante é utilizado para a determinacdo de Fo’. Com base
nestas variaveis basicas, é possivel estimar outras varidveis da fluorescéncia
modulada como os quenchings (extingdes) fotoquimico e ndo fotoquimico (Baker,
2008; Porcar-Castell et al., 2014; Goltsev et al., 2016; Kalaji et al., 2017).

Além dos métodos de avaliacdo da fluorescéncia modulada e néo-
modulada, pode-se ressaltar o aperfeicoamento de medi¢cdo em ambas as técnicas,
por meio do uso da fluorescéncia por imagem, com aplicacbes tanto para 0s
estudos da heterogeneidade na lamina foliar quanto para avaliacéo de alteracbes

simultaneas de grande numero de amostras, com grande aplicabilidade para a



16

fenotipagem e plantas (Barbagallo et al., 2003; Baker, 2008; Ruhle et al., 2018;
Pérez-Bueno et al., 2019). Entretanto, a deteccédo de heterogeneidades laterais de
varidveis da fluorescéncia tem sido de maior interesse, pois refletem
heterogeneidades na maquinaria fotoquimica ao longo do tecido foliar. Isso porque
mesmo as folhas completamente saudaveis apresentam irregularidades
(heterogeneidades) fisiologicas como, por exemplo, a abertura estomatica
diferencial. Os estresses em plantas também podem causar danos a maquinaria
fotossintética, e que ndo se distribuem uniformemente ao longo do tecido foliar. Por
isso, 0 uso de imagens de fluorescéncia pode contribuir para a deteccdo do
estresse de maneira mais precoce, além de permitir a avaliacdo de varias amostras
em condi¢cdes semelhantes (Oxborough, 2004; Guidi e Degl’'Innocenti, 2011; Gorbe
e Catalayud, 2012; Sanchez-Moreiras et al., 2020).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo, condicGes e material do ensaio

O experimento foi realizado no laboratério de Ecofisiologia de Plantas
Tropicais e Subtropicais do setor de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), situada no municipio de Campos dos
Goytacazes — RJ (21°44’47” S e 41°18'24” O e 10 m de altitude). De acordo com a
classificacéo climatica de Képpen, o clima da regido € caracterizado como tropical
umido (Aw), com verdo chuvoso e inverno seco, e temperatura média anual de
24°C. Para realizacao do experimento, foram utilizados dois genétipos de Cariaca
papaya L., o “Golden THB’” (grupo ‘Solo’) e o UENF/Caliman 01 (aqui chamado de
‘Candy’; grupo ‘Formosa’). As sementes foram provenientes da empresa Caliman
Agricola S.A., localizada no municipio de Linhares — ES (19°23'27" S, 40°4'17" O).

As sementes foram germinadas na UENF, em tubetes de 280 cm?®
preenchidos com substrato comercial Basaplant®. Aos 30 dias apdés a emergéncia
(DAE), as mudas foram transplantadas para vasos de polietileno de alta densidade
(PEAD) com capacidade aproximada de 40 litros, revestidos com papel aluminio
(para reduzir o aquecimento do substrato) e preenchidos com substrato composto
a base de latossolo vermelho-amarelo enriquecido com matéria organica e
Osmocote® (4 — 5 meses). Doze plantas foram cultivadas nos vasos, sendo seis

plantas de cada genoétipo em delineamento inteiramente casualizado.



18

A irrigacdo foi feita diariamente de acordo com a demanda
evapotranspiratoria das plantas, objetivando a manutencdo aproximada da
capacidade de campo. O cultivo foi realizado em casa de vegetacdo coberta com
plastico transparente com 30% de interceptacdo luminosa, na Unidade de Apoio a
Pesquisa do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da UENF.
Durante o cultivo das plantas na casa de vegetacdo, as temperaturas maxima,
média e minima mantiveram-se respectivamente, em torno de 39°C + 0,53, 29°C
0,29, 23°C % 0,22; a umidade relativa maxima, média e minima manteve-se em
torno de 91% £ 1,69, 65% + 0,74, 33% + 0,97, respectivamente; e a radiacdo
fotossinteticamente ativa maxima e média manteve-se, respectivamente, em torno
de 1425 pmol m-2 s-1 £ 47 e 606 pmol m-2 s-1 + 24. Todos as variaveis climéticas
foram monitoradas ao longo de 24 h por dia ao longo do periodo de cultivo.

Decorridos 100 dias de cultivo ap0s o transplantio, foram selecionadas
folnas completamente expandidas com valores de indice SPAD = 45,
preferencialmente a 62 ou 72 folha contada a partir do 4pice, sendo uma folha por
planta. As folhas foram removidas com peciolo e colocadas dentro de sacos
plasticos escuros com toalhas de papel umidas, a fim aumentar a umidade relativa
do ar dentro do saco plastico e de diminuir os efeitos estoméaticos para perda de
agua e desidratacdo do tecido foliar. Em seguida, foram levadas ao laboratorio,

onde foram realizados os ensaios e avaliacdes.

3.2 Tratamento térmico

As folhas removidas foram levadas ao laboratério, onde foram retiradas do
saco plastico e tiveram os peciolos imersos em agua para evitar o murchamento e
desidratacéo da folha. Posteriormente, foram retirados discos aleatorios ao longo
do limbo foliar, considerando todos os l6bulos da folha, com area dos discos
aproximada de 2 cm?. Durante a retirada dos discos, evitou-se retirar os discos com
a presenca de nervuras de maior espessura. Logo em seguida, os discos foliares
foram entdo dispostos em recipientes plasticos previamente preparados para

permitir o maximo contato entre os discos foliares e o banho com agua, onde estes
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foram inseridos. A temperatura ambiente do laboratério no decorrer do experimento
manteve-se em 29°C £ 0,15°C (média = EP).

Para a aplicagdo dos tratamentos térmicos, foram utilizados diferentes
banhos-maria para obtencdo e controle das temperaturas desejadas para este
experimento, as quais foram monitoradas constantemente com o auxilio de um
termémetro multiparamétrico modelo VelociCalc (TSI Incorporated — Minnesota —
EUA). Apés a retirada dos discos foliares, os recipientes plasticos (previamente
perfurados), nos quais os discos foliares foram colocados, foram imersos no banho-
maria previamente ajustado para a temperatura desejada. Para este experimento,
foram utilizadas temperaturas de 25°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C, e foram
considerados diferentes tempos de imerséo (15, 30, 45 e 60 minutos) dos discos
dentro de cada temperatura, a fim de observar o tempo minimo em que os danos
ao aparato fotossintético se tornam evidentes para as temperaturas avaliadas.

Para garantir a adaptacdo ao escuro das folhas, todas as coletas e
avalicOes foram realizadas a noite, objetivando a completa oxidacao dos centros de
reacdo do Fotossistema Il (PSII). Além disso, o uso dessa metodologia de imersao
dos discos em banho-maria destina-se a avaliacdo do estresse térmico (supra-
o0timo) por meio das respostas fotoquimicas do aparato fotossintético,
desconsiderando, assim, os efeitos estomaticos da temperatura, bem como os
efeitos do estresse hidrico sobre as respostas fotossintéticas associadas a

magquinaria fotoquimica.

3.3 Emissao da fluorescéncia da clorofila a

3.3.1 Fluorescéncia ndo-modulada e analise do JIPest

Apo6s decorridos os tempos de imersdo em cada temperatura, seis discos
de cada genotipo e diferentes plantas foram retirados do tratamento térmico e
submetidos a secagem superficial do tecido foliar por meio de um papel toalha fino.
Os discos retirados do banho e posteriormente secos foram posicionados em
pincas especiais (leaf-clips), possibilitando o acoplamento do fluorimetro portatil
nao-modulado modelo Pocket PEA (Plant Efficiency Analyser, Hansatech,
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Inglaterra), e assim permitir as avaliacfes das variaveis basicas de emissao da
fluorescéncia da clorofila a nos discos das folhas. O protocolo basico para
realizacdo das medidas prevé a adaptacdo das amostras ao escuro com o auxilio
dos leaf-clips por um periodo minimo de 20 — 30 minutos, a fim de garantir a
completa oxidacéo da cadeia transportadora de elétrons e dos centros de reacao
do PSII, fazendo com que adquiram a condi¢gdo denominada de “abertos”, ou seja,
prontos para receber elétrons e transferi-los a partir da cadeia de transporte na
magquinaria fotoquimica (Strasser et al., 2000). Entretanto, como todo o processo,
desde a coleta das folhas até a manutencdo dos discos no banho-maria, foi
realizado no escuro, ndo houve necessidade de adaptacao prévia as medicoes.
Com base nas variaveis béasicas da fluorescéncia emitida e registrada pelo
fluorimetro, no tempo de 50 us (Fo — fluorescéncia inicial), em 300 us [Fzoo -
requerida para célculo da inclinacdo inicial da fluorescéncia variavel relativa (V),
cinética Mo (observada a taxa de reducdo da quinona a (Qa) (Mo=(Fzo0-Fo)/(Fm-
F0)/0.25 ms)], em 2 ms (Fs — fase J), em 30 ms (Fi — fase I) e em 300 ms (Fp = Fm:
sendo Fm a fluorescéncia méaxima, apoés pulso de saturacdo luminosa), foi possivel
estimar as variaveis do JIPtest (Tabela 1) (Strasser e Tsimilli-Michael, 2001;
Strasser et al., 1995, 2004; Force et al., 2003; Dames et al., 2004; Strauss et al.,
2006; Bussaotti et al., 2010; Stirbet e Govindjee, 2011; Silvestre et al., 2014). Para a
obtencédo das variaveis da Tabela 1, foi utilizado o software Biolyser® (Fluoromatics

Lab, Media Soft, www.fluoromatics.com, Switzerland).
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Tabela 1. Equag0es e definicdes das variaveis do JIPtest obtidas de analises da emisséo da fluorescéncia da clorofila a (O-J-I-P)
de acordo com Strasser et al. (2004), Yusuf et al. (2010) e Redillas et al. (2011).

Variaveis

Nome e Descrigcéo

Variaveis técnicas da fluorescéncia

Derivados do transiente OJIP

Fo
Fm
Fv/Fo

AV/Ato = Mo = 4(F3oops — Fsops) / (Fm — Fo) =

TRo/RC — ETo/RC

Fluorescéncia minima registrada quando todos os centros de reacdo ativos (RCs) do
PSII estdo abertos

Fluorescéncia maxima emitida quando todos os RCs do PSII estao fechados

Razao entre as taxas constantes para uso fotoquimico e nao fotoquimico da energia de
excitacao pelos RCs

Inclinacao inicial média (em mst) da fluorescéncia relativa variavel da clorofila a. Reflete
a taxa de fechamento dos centros de reacéo PSII.

Rendimentos ou razdes de fluxo de energia

Derivados da cinética rapida da fluorescéncia

(DPo = TRo/ABS = [1 - (Fo/Fm)] = Fv/Fm

Wo = ETo/TRo = (1 - VJ)

Q®Eo = ETo/ABS =[1 — (Fo/Fm)] * Wo = PPy *

Yo

(DDo =1- (I)Po = (Fo/Fm)

Rendimento quantico maximo para a fotoquimica priméria do PSII

Probabilidade de transporte de elétrons apés reducdo de Qa™ (em t=0)

Eficiéncia quantica para a transferéncia de elétrons de Qa™ para cadeia transportadora
de elétrons (em t=0)

Eficiéncia quantica para dissipacao de energia (em t=0)

Fluxos especificos de energia

Por centros de reacao (RCs) ativos do PSlI

ABS/RC
TRo/RC
ETJ./RC

Dlo/RcC

Fluxo de energia absorvido por unidade de RC ativo

Fluxo de energia de excitacéo capturado (reduziu Qa) por unidade de RC ativo no inicio
da iluminacdo de uma amostra adaptada ao escuro (em t=0)

Fluxo de elétrons transferidos por unidade de RC ativo (em t=0)

Energia total dissipada como calor, fluorescéncia e transferéncia de energia para o PSI
(em t=0), por unidade de RC ativo

Continuacao Tabela 1.
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Fluxos fenomenoldgicos de energia

Por secéao transversal (CS) excitada

RC/CSo
ABS/CSo

TRo/CSo
ETo/CSo

Dio/CSo
RC/ABS

Densidade de centros de reacdo capazes de reduzir Qa

Absorcéo de energia por unidade de secéo transversal de uma amostra fotossintetizante no
tempo zero (t=0)

Fluxo de energia capturado pelos RCs do PSIlI por unidade de secao transversal de uma
amostra fotossintetizante (em t=0)

Fluxo de elétrons através do PSII por secao transversal de uma amostra fotossintetizante
(em t=0)

Dissipacdo térmica de energia no PSIl por secdo transversal de uma amostra
fotossintetizante (em t=0)

Densidade de centros de reacao ativos, por unidade de energia absorvida

indice de Desempenho (performance
fotossintética)

Combinacao de variaveis

Pl (abs) = (RC/ABS) * [®Po/(1-®Po)] *
[Wol(1-Wo)]

indice de desempenho. Um indicador da atividade funcional do PSII normalizada pela
energia absorvida

indice de estrutura-funcio

SFI (abs) = (Chlrc/Chliot) * ®Po * Wo,

Fornece informacg@es estruturais e funcionais sobre a forca da influéncia de fatores internos
promotores de reagdes no PSII.




23

3.3.2 Fluorescéncia modulada e fluorescéncia por imagem.

Para os tratamentos aplicados [obedecendo o tempo de imerséo (15, 30,
45 e 60 minutos) em cada temperatura aplicada: 25°C, 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e
55°C], e no mesmo momento em que foram retirados os discos do banho-maria
para avaliacao da fluorescéncia ndo-modulada, foram retirados seis discos de cada
genotipo, os quais foram devidamente secos em papel toalha e distribuidos sobre
uma placa de Petri. Estes discos foram colocados em placa de Petri, a qual foi
posicionada dentro de um fluorimetro por imagem modulado modelo FluorCam 800
MF (Photon System Instruments, Republica Tcheca). O fluorimetro por imagem foi
previamente configurado e calibrado para o protocolo “Quenching” predefinido no
equipamento.

O protocolo “Quenching”tem por objetivo mensurar o efeito Kautsky a partir
de um sistema de Pulso de Amplitude Modulada (PAM), por meio de uma curva de
inducéo da fluorescéncia no estado adaptado a luz e a dindmica de relaxamento,
apos a adaptacédo ao escuro da amostra previamente iluminada (Baker, 2008). Para
o adequado procedimento de medicdo da emissao da fluorescéncia, foi necessario
o0 ajuste do protocolo, por meio da definicdo do flash de medida. Esse flash é usado
para determinar a fluorescéncia minima (Fo) de uma amostra adaptada ao escuro,
sem que ele induza a reacao fotoquimica, uma vez que a luz actinica pode ser
definida como a luz capaz de induzir a reacdo fotoquimica e assim se ter o
transporte de elétrons entre os dois fotossistemas, PSI e PSII. A intensidade do
pulso de saturacdo esta relacionada a capacidade de oxidar ou “fechar’
completamente todos os centros de reacdo do PSIlI abertos o que, nesta condicéo,
permite a determinacdo da fluorescéncia maxima (Fm) de amostras adaptadas ao
escuro e de amostras adaptadas a luz (Fm’) (Figura 1).

Apoés a predefinicdo destes critérios, as amostras adaptadas ao escuro
foram introduzidas na camara do fluorimetro por imagem e o protocolo foi iniciado
por meio da medicao de Fo, seguido por um pulso de saturacéo para determinacao
de Fm (Figura 1). Posteriormente, a luz actinica foi ligada para induzir a fase
fotoquimica da fotossintese, e durante o periodo de iluminagcdo com esta luz
actinica, sucessivos pulsos de saturacao foram aplicados para determinacédo de

Fm’, até atingir o estado estacionario da fotossintese. Esta condigdo estacionaria
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revela a dindmica da extingdo nado-fotoquimica durante a adaptacédo a luz. Em
seguida, a luz actinica foi desligada e um pulso de luz vermelho-distante foi aplicado
para determinagéo de Fo'. Na fase escura, a luz actinica permaneceu desligada e
sucessivos pulsos de saturacao e pulsos de luz vermelho-distante foram aplicados
para determinagdo do relaxamento da extingdo ndo-fotoquimica, reabertura dos
RCs do PSII e o relaxamento do rendimento quantico do PSIl. Na figura 1, é
possivel observar a cinética de emissao de fluorescéncia capturada por meio da

aplicacao do protocolo.
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Figura 1. Andlise de quenching a partir do uso da fluorescéncia
modulada em amostras de discos foliares de Carica papaya L. (genétipo ‘Candy’)
submetidos aos tratamentos térmicos de 25°C e 55°C durante 15 minutos. Uma
amostra adaptada ao escuro € exposta a varios tratamentos de luz. As variaveis
indicadas por ‘Ln’ s&o referentes a analise da amostra exposta a luz actinica, e
as variaveis indicadas por ‘Dn’ sdo referentes a anélise da amostra durante o
periodo de relaxamento do quenching no escuro, sendo que, ‘L’ esta relacionado
a light, ‘D’ a dark e o ‘n’ refere-se a sequéncia de pulsos de saturagéo aplicados
no periodo. As variaveis ndo subscritas referem-se a amostra adaptada ao
escuro. As setas pretas representam o momento de aplicagdo de um pulso de
saturacao capaz de oxidar transitoriamente todos os centros de reacao do PSII
abertos e saturar a cadeia transportadora de elétrons. As setas vermelho-
escuras indicam o momento de aplicacdo do pulso de vermelho-distante
(determinacédo de Fo’), responsavel pela excitagao do PSI e reoxidagédo do pool
de plastoquinona, e Qa associados ao PSII.
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A partir da determinagédo das variaveis basicas da fluorescéncia modulada,
por meio da curva de inducéo e relaxamento, e utilizando o software FluorCam 7,
as demais variaveis foram calculadas e associadas a uma imagem nas respectivas
amostras colocadas no fluorimetro. As imagens geradas no fluorimetro tiveram as
escalas padronizadas e posteriormente foram exportadas por meio do software, o
que possibilitou a montagem de painéis comparativos. Estes painéis permitiram a
visualizacdo, ao longo do tecido foliar, do nivel de dano causado no aparato
fotoquimico pelas elevadas temperaturas utilizadas nos tratamentos.

Apbs a andlise prévia dos dados obtidos pela mensuracdo da emisséo de
fluorescéncia modulada (FluorCam 800MF) e ndo-modulada (Pocket PEA), foi
observado que, aos 15 minutos de imersdo em banho-maria, os efeitos dos danos
fotoquimicos ja podiam ser distinguidos a partir de 35°C. Com base nessa
avaliacdo, em um segundo momento, novos discos de ambos os genétipos foram
retirados, seguindo a metodologia anterior e foram mantidos durante 15 minutos
em temperaturas de 35°C, 40°C, 45°C, 50°C e 55°C. Apos decorrido o periodo de
imersao dos discos nas temperaturas indicadas, novas variaveis da fluorescéncia
modulada foram obtidas com o auxilio de um fluorimetro modelo Multispeq V1
(Photosyng Inc., USA). Na Tabela 2, sdo listadas as variaveis da fluorescéncia
modulada por imagem (Secéo 1), bem como as variaveis associadas ao fluorimetro
Multispeq V1 (Secao 2).
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Tabela 2. Equac0es e definicdes das variaveis da fluorescéncia modulada obtidas por meio de curvas de inducéo e relaxamento,
utilizando o fluorimetro FluorCam 800MF, e medidas pontuais utilizando o Multispeq V1, de acordo com Strasser et al. (2004),
Yusuf et al. (2010), Redillas et al. (2011) e Lichtenthaler et al, (2005).

Secéo 1 - Variaveis obtidas por meio do Fluorimetro por imagem FluorCam 800MF

Parametros Nome e descricdo

Fo Fluorescéncia minima em estado adaptado ao escuro. Qa oxidada e quenching ndo-fotoquimico
relaxado (NPQ = 0)

Fm Fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro. Qa reduzida e quenching néo fotoquimico
relaxado (NPQ = 0)

QYwax = Fu/Fm Rendimento quéantico maximo do PSIl em estado adaptado ao escuro

QYLss = (FmLss — FoLss) / FmLss
NPQLSS = (Fm - FmLss) | Fmiss
NPQD = (Fm - FmD) / Fmb

RifdLss = (FP - Fths) / Ftiss

Rendimento quantico efetivo no estado estacionario da fotossintese adaptada a luz

Quenching ndo-fotoquimico no estado estacionario da fotossintese adaptada a luz

Quenching ndo-fotoquimico instantaneo durante o periodo de relaxamento da fluorescéncia no
escuro

Razao de decréscimo da fluorescéncia no estado estacionario da fotossintese. Esta variavel é usada
para avaliar a vitalidade de plantas (esta relacionado com a atividade do ciclo de Calvin-Benson)
(Lichtenthaler et al., 2005).

Secdo 2 - Variaveis obtidas por meio do Fluorimetro modulado Multispeq V1

LEF
®NO

Fluxo linear de elétrons
Rendimento quéantico para dissipacdo de energia por processos nao-regulados
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3.4 Taxa de evolucéo de oxigénio (O2) fotossintético

Para determinacao da taxa de evolucéo de oxigénio, foram utilizados quatro
discos de =10 cm? para cada genétipo, seguindo a metodologia utilizada para o
Multispeq V1, ou seja, os discos foram mantidos durante 15 minutos imersos nas
temperaturas de 35°C a 55°C (A temperatura de 25°C foi desconsiderada por n&o
induzir respostas diferenciais em analises prévias). Apos a retirada dos discos do
banho-maria, eles foram secos em papel toalha e tiveram a area reduzida para =5
cm?, eliminando as bordas dos discos, a fim de amenizar o efeito do
extravasamento de latex foliar sobre as leituras.

A taxa de evolucdo de oxigénio fotossintético, também chamada de
fotossintese potencial (Apot, ymol O2 m? s?), foi determinada sob condicdes
saturantes de radiacéo fotossinteticamente ativa a 1720 umol m? s de radiacdo
fotossinteticamente ativa e CO2 (1%) em temperatura constante de 35°C. Foi
utilizado o eletrodo de oxigénio do tipo Clark (LD2/2; Hansatech, Pentney, Reino
Unido), seguindo a metodologia proposta por Delieu e Walker (1983). Os discos

foram mantidos sob saturacdo de COz2, utilizando 500 mL 1M NaHCOs.

3.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial triplo 2x4x6 para as avaliacbes realizadas com os fluorimetros
Pocket e a FluorCam, sendo dois gendtipos, quatro tempos de imerséo (15, 30, 45
e 60 minutos) e seis temperaturas (25, 35, 40, 45, 50 e 55°C). Em cada tratamento,
foram consideradas seis repeti¢cdes, sendo cada repeticdo representada por um
disco foliar de cada planta (seis plantas). Para as avaliacdes realizadas com o
fluorimetro Multispeq e com o eletrodo de oxigénio do tipo Clark, foi considerado
um fatorial simples 2x5, sendo dois genotipos (‘Candy’ e ‘Golden THB’) e cinco
temperaturas (35, 40, 45, 50 e 55°C. Para as andlises relacionadas ao fluorimetro
Multispeq, foram consideradas seis repeticbes e para as analises do eletrodo do
tipo Clark foram consideradas quatro repeticdes. Os dados obtidos em cada
avaliagdo foram submetidos a analise de variancia e em caso de significancia

estatistica, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
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probabilidade ou analise de regressdo, caso necessario. A analise estatistica foi
realizada utilizando os softwares R versdo 4.0.3 e SISVAR versédo 5.6. Os graficos

foram gerados utilizando o software OriginPro 2016.
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4. RESULTADOS

4.1 Fluorescéncia ndao-modulada e analise do JIPTest

Para a varidvel Fo, foram observadas diferencas significativas nas
interacdes gendtipos x temperatura e tempo x temperatura (Figura 2). Ap6s 15
minutos de imersdo em temperaturas superiores a 45°C ocorrem incrementos
superiores a 28% para o genétipo ‘Candy’ (Figura 2A) e 22% para ‘Golden THB’
(Figura 2B) em relag&o ao controle (25°C). Este incremento mostra-se ainda mais
significativo para o genétipo ‘Candy’ aos 50°C, a partir de 30 minutos de imerséo
(aumento de 3x). Entretanto, a partir desse periodo de 30 min e em temperatura de
55°C, sdo observadas reducdes consideraveis nesta variavel para ambos os
gendtipos.

Em relacdo a variavel Fm, todas as interacdes simples entre gendtipos,
tempo e temperatura mostraram-se significativas (Figura 2). O gendétipo ‘Golden
THB’, mesmo exposto as menores temperaturas, teve valores de Fm inferiores ao
‘Candy’ sob as mesmas temperaturas. Entretanto, o genadtipo ‘Candy’ (Figura 2C)
teve maior amplitude de queda (67%) para esta variavel Fm aos 55°C, quando
comparado ao genatipo ‘Golden THB’ (52%) (Figura 2D). As reducdes significativas
em Fm puderam ser observadas a partir de 15 minutos de imers&o na temperatura
de 40°C em ‘Candy’, e de 45°C em ‘Golden THB’.
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As interacdes gendtipo x temperatura e tempo Xx temperatura foram
significativas para a variavel F./Fo (Figura 2). No genotipo ‘Candy’ em 40°C e
durante 15 minutos, os valores de Fv/Fo indicaram reducao de 20% em relacao ao
controle (Figura 2E). Neste mesmo gendtipo, apos 30 minutos na temperatura de
50°C, essa variavel teve uma queda de 96% em relacéo ao controle (25°C) (Figura
2E). Quando comparado ao genotipo ‘Candy’ e sob mesma temperatura, o ‘Golden
THB’ (Figura 2F) teve valores reduzidos de Fv/Fo a 25°C. Diferencgas significativas
para este gendtipo puderam ser observadas a partir de 45 minutos de imersao a
40°C. Porém, em relacéo ao controle, somente a 50°C e em 45 minutos, foi possivel
observar reducado de 96% desta variavel F./Fo.

Com relacédo a variavel AV/Ato, observam-se diferencas significativas
somente em temperaturas superiores a 50°C em ambos os genotipos (Figura 2).
Sdo observados aumentos significativos variando entre 2 e 11x para ‘Candy’
(Figura 2G) e 2 a 15x para ‘Golden THB’ (Figura 2H).
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Figura 2. Variaveis técnicas da fluorescéncia obtidas por meio do fluorimetro néo-
modulado Pocket PEA, e emitidas por discos foliares de dois genétipos de Carica
papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob
diferentes temperaturas e tempos de imersao. Fo - Intensidade da fluorescéncia
minima. Fm - Intensidade da fluorescéncia maxima. Fv/Fo - Raz&o entre as taxas
constantes para uso fotoquimico e ndo-fotoquimico da energia de excitagdo pelos
RCs. AV/Ato - Inclinacéo inicial média da fluorescéncia variavel relativa. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os P-valores (calculados através
da ANOVA) séo apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Houve interacao significativa entre os fatores genotipos e temperatura, e
entre o fator tempo e temperaturas para as variaveis ®Po e ®D, (Figura 3). A partir
de 45 minutos e em temperaturas superiores a 40°C, foi observada redugcao nos
valores da variavel ®P, (Figuras 3A e 3B) e, portanto, aumento proporcional de
@Dy (Figuras 3G e 3H). Para ambos os gendtipos, e apos 15 minutos de exposi¢ao
a 45°C, ja ocorreu reducéo em cerca de 14% a 15% nos valores de ®Po, em ‘Candy’
e ‘Golden THB’, respectivamente. Apds 45 minutos e a 50°C, a redugao em ®P, foi
superior a 85% para ambos 0s genétipos. Apds 15 minutos a 45°C, ®Do j&
apresentou aumento de 63% e 53%, para ‘Candy’ e ‘Golden THB’, respectivamente.
Em ambos os genotipos, todos os tratamentos a 50°C e 55°C superaram em mais
de 100% os valores de ®Do.

Com relacao a W, foi observada interagao significativa entre os trés fatores
em estudo (Figura 3). Em ambos 0s genotipos, as temperaturas entre 25°C e 40°C
nao diferiram estatisticamente, entretanto, aos 45°C, foi observado um aumento
significativo entre 17% e 22% nesta variavel, exceto para o genétipo ‘Candy’ e ap6s
45 minutos de exposicdo. Para o gendtipo ‘Candy’, aos 50°C, foi observada uma
reducdo gradual de W, até atingir 88% de reducédo em relagéo ao controle. J& para
0 ‘Golden THB’, essa reducédo foi de 60%. Para ‘Candy’, aos 60 minutos de
exposicdo a 55°C foi observado um leve incremento desta variavel. Contudo, no
‘Golden THB’, e em relacdo ao controle, esta variavel teve 50% de reducao aos 15
minutos, e, ap6s 60 minutos, houve reducao de 117%.

Ao observar a resposta da variavel ®E, (Figura 3) verifica-se que, a partir
de 45 minutos e em temperaturas de 40 e 45°C, o gendtipo ‘Candy’ apresentou um
decréscimo de 11% e 24%, respectivamente, enquanto o ‘Golden THB’ somente
mostrou reducdo de 15%, apds 45 minutos e na temperatura de 45°C. Para os
gendtipos ‘Candy’ e ‘Golden THB’, ap6s 30 minutos de exposicdo a 50°C, foram

observados valores 95% e 84% menores, respectivamente.
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Figura 3. Rendimentos ou razdes de fluxos de energia obtidos por meio da analise
do JIPtest com o auxilio do software Biolyzer®, a partir das variaveis técnicas da
fluorescéncia emitida por discos foliares de dois gendétipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imersdo. ®Po - Rendimento quantico maximo para a
fotoquimica primaria do PSIl. W, - Probabilidade de transporte de elétrons apos
reducdo de Qa (em t=0). ®E, - Eficiéncia quantica para a transferéncia de elétrons
de Qa para cadeia transportadora de elétrons (em t=0). ®D, - Eficiéncia quéantica
para dissipacéo de energia (em t=0). As meédias (calculadas a partir do conjunto de
dados) £ EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) sdo apresentados
(n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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A variavel ABS/RC mostrou-se significativa somente para a interacao entre
tempo e temperatura. Entretanto, nas temperaturas de 50°C e 55°C, foram
observados valores centenas de vezes superiores do que aqueles observados em
temperaturas inferiores a 45°C (Figuras 4A e 4B). Nao houve diferenca significativa
em temperaturas inferiores a 45°C.

Com relacdo a variavel TRo/RC (Figuras 4A e 4B), foi observada uma
diferenca significativa na interacdo tempo x temperatura. Em relagdo ao controle
(25°C), pode ser verificado incremento de 2,5x (‘Candy’) e 3x (‘Golden THB’) no
valor desta variavel em temperaturas superiores a 45°C. Apos 15 minutos de
exposicao a 50°C, é observado um incremento de TRo/RC em ‘Candy’ (5x). Para o
‘Golden THB’, esse incremento foi muito acentuado (10x), e foi observado apos 30
minutos de exposicdo a 55°C.

De acordo com as Figuras 4C e 4D, a variavel ETo/RC teve uma interacao
tempo x temperatura significativa. Observou-se incremento significativo desta
variavel aos 45°C, independente do tempo de imerséo. No entanto, apds 15 minutos
de imerséo a 50°C, foi observado o maior incremento (4,5x) desta variavel para o
genadtipo ‘Candy’, seguido de uma reducéo consideravel, a partir deste tempo de
15 minutos (Figura 4C). O gendtipo ‘Golden THB’ teve a mesma resposta na
temperatura de 50°C. Contudo, aos 30 minutos de imerséo na temperatura de 55°C,
foi observado um valor médio relativamente alto, seguido de queda significativa
apos 45 e 60 minutos.

Em relacéo a variavel DIo/RC (Figura 4), observou-se resposta semelhante
a variavel ABS/RC, ou seja, sob as temperaturas de 50°C e 55°C (Figuras 4G e
4H), ocorreu o aumento consideravel dos valores para ambos os gendtipos,
enquanto sob a temperatura de 45°C, ocorreu um incremento gradual de acordo
com o tempo de permanéncia das amostras nesse tratamento, porém sem efeito

significativo.
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Figura 4. Fluxos especificos de energia obtidos por meio da analise do JIPtest com
o auxilio do software Biolyzer®, a partir das variaveis técnicas da fluorescéncia
emitidas por discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya L. (‘Candy’ e
‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes temperaturas
e tempos de imersédo. ABS/RC - Fluxo de energia absorvido por unidade de RC
ativo. TRo/RC - Fluxo de energia de excitagao capturado por unidade de RC ativo
no inicio da iluminacdo de uma amostra adaptada ao escuro (em t=0). ETo/RC -
Fluxo de elétrons transferidos por unidade de RC ativo (em t=0). DIo/RC - Energia
total dissipada como calor, fluorescéncia e transferéncia de energia para o PSI (em
t=0), por unidade de RC ativo. As médias (calculadas a partir do conjunto de dados)
+ EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) sao apresentados (n=6).
P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com relagdo a variavel ABS/CSo, (Figura 5) observou-se resposta
semelhante a variavel Fo, com efeito significativo das interacbes genotipo X
temperatura e tempo x temperatura. Para o gendtipo ‘Candy’, sob exposicao a
45°C, resultou em incremento de 27%, e de 72% aos 15 e 60 minutos,
respectivamente (Figura 5A). Contudo, o ‘Golden THB’ somente comeca a ser
afetado negativamente em temperaturas superiores a 50°C, com aumento, em
relacéo ao controle, superior a 54% a partir de 15 minutos de imersao (Figura 5B).
A 55°C, em 15 minutos (‘Candy’) e 30 minutos (‘Golden THB’), observou-se um pico
(2,7x e 2,5x, respectivamente maior) no valor desta variavel, seguindo com uma
tendéncia de reducéao.

Em ambos os gendétipos estudados, verificou-se que as temperaturas de
50°C e 55°C demonstraram efeito significativo sobre a variavel TRo/CSo (Figuras
5C e 5D). No entanto, somente a partir de 30 minutos de exposi¢cdo a essas
temperaturas, € que a variavel teve reducdes de 63% e de 35% para ‘Candy’ (Figura
5C) e ‘Golden THB’ (Figura 5D), respectivamente, atingindo 99% de reducdo em
ambos os casos apds 60 minutos de exposicao a 55°C.

A variavel ETo/CSo (Figuras 5E e 5F) teve efeitos significativos para as
interacOes genotipo x temperatura e tempo x temperatura. Houve incremento de
ETo/CSo promovido pela temperatura de 45°C. ApGs 15 e 30 minutos de exposicao,
no gendtipo ‘Candy’ esta variavel teve, respectivamente, aumento de 27% e 35%.
Porém, os valores médios foram mantidos iguais ao controle apdés 45 minutos
(Figura 15A). Para o ‘Golden THB’, o valor desta variavel teve um leve incremento
de 26% e 38%, para as temperaturas de 45°C e 50°C, respectivamente, apds 30
minutos de exposicdo (Figura 15B). No entanto, ap6s 30 minutos de imersdo em
temperaturas superiores a 50°C, foram observadas reducdes significativas
superiores a 63% e 68% para o ‘Candy’ e o ‘Golden THB’, respectivamente.

Em relagéo a variavel DIo/CSo, observou-se diferenga significativa para as
interacbes genodtipo X temperatura e tempo x temperatura. Até 45°C, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as temperaturas. Entretanto, o genétipo
‘Candy’, ap0s 45 minutos de exposicao a 50°C (Figura 5G), mostrou ter um pico de
dissipacéo de energia cerca de 28% maior do que o pico de dissipac¢ao ocorrido no
‘Golden THB’, o qual foi observado apés 30 minutos de exposicéo a 55°C (Figura
5H).
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Figura 5. Fluxos fenomenolégicos de energia obtidos por meio da andlise do JIPest
com o auxilio do software Biolyzer®, a partir das variaveis técnicas da fluorescéncia
emitida por discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya L. (‘Candy’ e
‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes temperaturas
e tempos de imersdo. ABS/CSo - Absorcdo de energia por unidade de secao
transversal de uma amostra fotossintetizante no tempo zero (t=0). TRo/CSo - Fluxo
de energia capturado pelos RCs do PSII por unidade de secao transversal de uma
amostra fotossintetizante (em t=0). ETo/CSo - Fluxo de elétrons através do PSII por
secao transversal de uma amostra fotossintetizante (em t=0). DIo/CSo - Dissipacéo
térmica de energia no PSII por se¢éo transversal de uma amostra fotossintetizante
(em t=0). As médias (calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os P-valores
(calculados através da ANOVA) sdo apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado
significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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A variavel RC/CS, apresentou interacdes significativas de genotipo X
temperatura e tempo x temperatura (Figuras 6A e 6B). Para o genétipo ‘Candy’, foi
observada diferenca significativa a partir da 15 minutos de exposicdo sob
temperaturas superiores a 45°C, com reducédo de 54% em relacdo ao controle, e,
apos 45 minutos sob temperaturas superiores a 55°C, teve reducao de 99%. No
entanto, o genotipo ‘Golden THB’ mostrou sensibilidade a partir 40°C durante 45
minutos, com reducéo 26% desta variavel em relacdo ao controle. Acima de 45°C,
as reducdes foram superiores a 60%.

Para a variavel 10RC/ABS (Figuras 6C e 6D), observou-se a exposicao a
40°C a partir de 15 minutos ja foi suficiente para promover reducao, em relacéo ao
controle (25°C), de 18% em ‘Candy’ e 20% em ‘Golden THB’. Essa reducéo

progrediu para valores superiores a 60% e 70% aos 45°C para ‘Candy’ e ‘Golden
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Figura 6. Densidade de centros de reagao ativos capazes de reduzir Qa (RC/CSo)
e Densidade de centros de reacao ativos (10RC/ABS) obtidos por meio da analise
do JIPtest com 0 auxilio do software Biolyzer®, a partir das variaveis técnicas da
fluorescéncia emitida por discos foliares de dois genotipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos & imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imersdo. As médias (calculadas a partir do conjunto de
dados) + EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) sdo apresentados
(n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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THB’, respectivamente. Em ambos os genotipos, e apds 30 minutos de exposicéo
a temperaturas superiores a 50°C, a reducao chegou a valores superiores a 90%.

Analisando o indice de desempenho do PSII (Plabs) (Figuras 7A e 7B), foi
possivel constatar que a 40°C e ap6s 15 minutos de imersdo, o genoétipo ‘Candy’
apresentou reducéo de aproximadamente 37% em relacdo ao controle. O gendtipo
‘Golden THB’ somente comecou a se diferir a partir de 45 minutos, a 40°C, com
reducdo de 36%. Apds 45 minutos de imersdo a 45°C, ja ocorre reducao de 89% e
86% em ‘Candy’ e ‘Golden THB’, respectivamente.

Para a variavel SFlabs, foi observada interagéo significativa somente entre
tempo e temperatura (Figuras 7C e 7D). Aos 40°C apods imersao de 15 minutos, foi
possivel observar, em relagcdo ao controle, a reducdo de 22% e 20%, para 0s
gendtipos ‘Candy’ e ‘Golden THB’, respectivamente. Em ambos os genotipos, aos
15 minutos a 45°C, foram observadas reducfes superiores a 60%, chegando a
atingir 80% de dano, a partir de 60 minutos de exposicdo, e progredindo
consideravelmente nas temperaturas de 50°C e 55°C, em funcéo do periodo de

exposicao.



40

‘Candy’ '‘Golden THB'
150 JA —— 25°C —&— 35°C —0— 40°C —@— 45°C |B —+— 25°C —&— 35°C —O— 40°C —8— 45°C | 150
—/—50°C ——55°C —— 50°C —&— 55°C
125 T PGen:Tempo:Temp = 08615’ PGen:Tempo = 05544' PGen:Temp = 04736' PTempo:Temp = 02646’ B 125
P, = 05435, P =0.0012; P, = 0.0000;
100+ 100

751 % ¥ ; :é 75

50 1 N - 50
251 §\§\Q——§ - 25
&A

0+ A A A A -0
C —0—25°C —=-35°C —O— 40°C —8— 45°C |D —— 25°C —#— 35°C —O— 40°C —— 45°C

Pl (abs)
Pl (abs)

10+ —A—50°C —A— 55°C —A—50°C —A— 55°C -10
8 PGen:Tempo:Temp =0.8347; PGen:Tempo =0.6078; PGen:Temp =0.1860; PTempo:Temp =0.0310; 8
Peu = 0.0006; P, =0.0001; P, = 0.0000;

| (abs)

— g 3

% 44 OM '4%

Q\O\‘\. ?\o\‘_d_i
i&ﬁ_

A A
il - -0

04 Al¥\A A

A
sl bl al

T T T T T T T T
15 min 30 min 45 min 60 min 15 min 30 min 45 min 60 min
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 7. indice de Desempenho (Plass) e indice de estrutura e fungéo (SFlabs)
obtidos por meio da andlise do JIPtest com 0 auxilio do software Biolyzer®, a partir
das variaveis técnicas da fluorescéncia emitida por discos foliares de dois
genatipos de Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersao em
banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos de imersdo. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) = EP e os P-valores (calculados através
da ANOVA) sao apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel
de 5% de probabilidade.
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4.2 Fluorescéncia modulada e Fluorescéncia por imagem

As variaveis Fo (Figuras 8A e 8B) e Fm (Figuras 8C e 8D) mensuradas por
meio da fluorescéncia modulada por imagem obtidas por meio do FluorCam 800
MF mostram uma resposta similar aquelas mensuradas por meio da fluorescéncia
ndo-modulada obtidas por meio do fluorimetro Pocket PEA. Para o gendtipo ‘Candy’
(Figura 8A), os valores de Fo mostraram diferencas mais significativas a partir de
15 minutos de exposicdo a 50°C, com o aumento de 80% em relacédo ao controle,
atingindo o valor maximo (3,5x maior) apos 45 minutos, o que seguiu uma tendéncia
de reducéo a partir deste valor méximo, a qual pode ser observada também aos
55°C. Em ‘Golden THB’ (Figura 8B), o valor maximo observado apds 45 minutos a
50°C foi cerca de 3x maior que o controle. No entanto, este valor foi relativamente
menor que aquele observado no gendtipo ‘Candy’. Nas Figuras 9A e 9B, € possivel
observar heterogeneidade espacial e como ocorreu a progressao dos valores de Fo
a partir de aumento da temperatura e do tempo de permanéncia das amostras em
cada tratamento térmico aplicado aos discos foliares

Para o gendtipo ‘Candy’, a variavel Fm (Figuras 8C e 8D) teve maior
amplitude de resposta comparado ao gendtipo ‘Golden THB’. Apesar de ambos
mostrarem reducdo desta variavel a partir de 45°C, é observado um decréscimo
mais severo para as amostras de ‘Candy’, as quais atingiram 60% de reducao,
enquanto ‘Golden THB’ atingiu 50%. A amplitude mostrada no grafico € muito bem
representada a partir da escala de cores observada na Figura 9C e 9D para esta
variavel em ambos os gendtipos.

Considerando a variavel QYwmax, pode-se observar que ela é proporcional a
variavel ®P, determinada a partir da fluorescéncia ndo-modulada e, portanto,
apresenta a mesma resposta em relacdo a temperatura e ao tempo de aplicacdo
do tratamento térmico. Nas Figuras 8E e 8F, observou-se o decréscimo desta
variavel a partir da exposi¢do a 45°C, com reduc¢des significativas com o aumento
da temperatura e do tempo de imersdo no banho-maria das amostras.
Temperaturas superiores a 50°C sédo extremamente criticas para esta variavel
(Figuras 9E e 9F).

Nas Figuras 8G e 8H, foi possivel observar que QYLss mostra médias muito

proximas entre 0os genotipos. Entretanto, a partir de 45 minutos de exposi¢cao sob
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temperaturas moderadas (25°C e 35°C), o genotipo ‘Golden THB’ (Figuras 9G e

9H) revelou maior efetividade do uso de energia sob condi¢cdes de adaptacao a luz.



Entretanto, aos 40°C, ambos o0s genoétipos sdo afetados negativamente

aumento da temperatura do disco foliar.
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pelo

Figura 8. Variaveis obtidas por meio do fluorimetro modulado por imagem FluorCam
800 MF em discos foliares de dois genotipos de Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden
THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes temperaturas e tempos
de imersdo. Fo - Fluorescéncia minima em estado adaptado ao escuro. Fm -
Fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro. QYwmax - Rendimento
guéantico maximo do PSII em estado adaptado ao escuro. QYiss - Rendimento
guéantico efetivo no estado estacionario da fotossintese adaptada a luz. As médias
(calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os P-valores (calculados através
da ANOVA) séo apresentados (n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel
de 5% de probabilidade.
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Figura 9. Imagens de fluorescéncia obtidas por meio do fluorimetro modulado
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois genétipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imerséo. Fo - Fluorescéncia minima em estado adaptado
ao escuro. Fm - Fluorescéncia maxima em estado adaptado ao escuro. QYwmax -
Rendimento quantico maximo do PSIl em estado adaptado ao escuro. QVYiss -
Rendimento quéantico efetivo no estado estacionario da fotossintese adaptada a luz.
A escala de cores a direita de cada imagem representa a intensidade de emisséo
de cada variavel ao longo do tecido foliar.
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Em relagéo a variavel NPQLss, foi observado que para o gendtipo ‘Candy’
(Figuras 10A e 11A), a partir de 45 minutos de exposicéo a 45°C, foi verificada uma
reducdo na capacidade de dissipacdo de energia na forma de calor com reducgéo
méaxima 90%, em relacéo ao controle. O genotipo ‘Golden THB’ (Figuras 10B e 11B)
somente mostrou esse resultado de decréscimo em torno de 90% em temperaturas
superiores a 50°C, com reducao variando entre 50% e 90% da capacidade de
dissipacéo de calor, quando comparado ao tratamento controle.

Durante o periodo de relaxamento do quenching, os valores de NPQp foram
consideravelmente superiores sob a temperatura de 45°C, com aumento de cerca
de 8x em 15 minutos para o ‘Candy’ (Figuras 10C e 11C), e de 5x em 45 minutos
para ‘Golden THB’ (Figuras 10D e 11D). Em ambos os genétipos, e apés 15 minutos
a 50°C, houve um incremento em um nivel ndo elevado desta varidvel NPQp.

Os valores da variavel R (Figuras 10F e 11F), a partir de 40°C, e para o
gendtipo ‘Golden THB’, quando comparado ao controle, teve cerca de 28% de
reducdo. Para o genotipo ‘Candy’ (Figuras 10E e 11E), os valores de R tiveram
reducdo somente em temperaturas superiores a 45°C, e apdés 30 minutos de
imersdo. Apos 15 minutos, e a 50°C, houve reducao de 52% e 60% para o ‘Candy’
e 0 ‘Golden THB’, respectivamente. Em ambos os genotipos, apos 30 minutos, e
em relacdo ao controle, a reducdo dos valores desta variavel foram superiores a
80%.
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Figura 10. Variaveis obtidas por meio do fluorimetro modulado por imagem
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imersdo. NPQuss - Quenching nao-fotoquimico no
estado estacionario da fotossintese adaptada a luz. NPQp - Quenching nao-
fotoquimico instantaneo durante o periodo de relaxamento da fluorescéncia no
escuro. RrLss - Razdo de decréscimo da fluorescéncia no estado estacionario da
fotossintese. As médias (calculadas a partir do conjunto de dados) + EP e os P-
valores (calculados através da ANOVA) sdo apresentados (n=6). P<0,05 foi

considerado significativo ao nivel de 5%

de probabilidade.
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Figura 11. Imagens de fluorescéncia obtidas por meio do fluorimetro modulado por
FluorCam 800 MF em discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdao em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imerséo. NPQLss - Quenching nao-fotoquimico no estado
estacionario da fotossintese adaptada a luz. NPQp - Quenching nédo-fotoquimico
instantdneo durante o periodo de relaxamento da fluorescéncia no escuro. RrdLss -
Razé&o de decréscimo da fluorescéncia no estado estacionario da fotossintese. A
escala de cores a direita de cada imagem representa a intensidade de emissao de
cada variavel ao longo do tecido foliar.
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Na Figura 12A, no tempo de 15 minutos de exposicdo das temperaturas,
pode-se observar o declinio do fluxo linear de elétrons, por meio da variavel LEF,
em funcdo do aumento da temperatura dos discos foliares. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica entre os genaétipos estudados. A figura 35 mostra que houve
um comprometimento em cerca de 50% na capacidade de manutencao do fluxo de
elétrons entre as temperaturas de 35°C a 55°C.

Na Figura 12B, é observado o decréscimo gradual no rendimento quantico
para dissipacdo de energia por processos nado regulados (®PNO), sendo que na
temperatura de 55°C, houve uma reducao de 64% e 72% para ‘Candy’ e ‘Golden

THB’, respectivamente, em comparagao as amostras mantidas a 35°C.
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Figura 12. Fluxo linear de elétrons (A) e Rendimento quantico para dissipacdo de
energia por processos ndo-regulados (PNO) obtidos por meio do fluorimetro
modulado Multispeq em discos foliares de dois gendtipos de Carica papaya L.
(‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria sob diferentes
temperaturas e tempos de imersdo. As médias (calculadas a partir do conjunto de
dados) + EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) sédo apresentados
(n=6). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Taxa de evolucao de oxigénio (O2) fotossintético

Com relacdo a taxa de evolugdo de Oz ndo foi observada diferenca
significativa entre os gendétipos. Entretanto, entre as temperaturas, foi observada
reducdo gradual da liberacdo de O2 na medida em que a temperatura aumentou,
sendo que aos 55°C a queda na liberacdo de O2 chega a 75% dos valores
observados a 35°C. Com base nas equacfes ajustadas, para o genétipo ‘Candy’,

a cada 10°C de incremento na temperatura, causa uma reducéo de 3 pumol m? st
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de oxigénio. Para o genétipo ‘Golden THB’, a reducéo é de 4,6 umol m?2 s de

oxigénio liberado para cada 10°C de incremento na temperatura.

Taxa de Evolugéo de O, (umol O, m?s™)
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Figura 13. Taxa de evolucéo de oxigénio em discos foliares de dois genoétipos de
Carica papaya L. (‘Candy’ e ‘Golden THB’) submetidos a imersdo em banho-maria
sob diferentes temperaturas e tempos de imersdo. As médias (calculadas a partir
do conjunto de dados) + EP e os P-valores (calculados através da ANOVA) séo
apresentados (n=4). P<0,05 foi considerado significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.
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5. DISCUSSAO

Em plantas, um dos principais efeitos do estresse por altas temperaturas
(estresse supra-6timo) é o aumento da fluidez de membranas celulares (Harvaux,
1993). Isso resulta em impacto direto sobre as reacdes fotoquimicas da
fotossintese, haja vista, o fato de que a maioria destas rea¢des ocorre através de
estruturas pigmento-proteicas localizadas dentro de cloroplastos de células
vegetais, nos tilacoides, e precisamente estas estruturas sdo componentes dos
fotossistemas, PSI e PSII. Em outros complexos ndo associados a pigmentos, a
atividade também depende de estrutura de membranas, como exemplo, o
complexo citocromo bef e 0 complexo de evolucdo de oxigénio (CEO) (Berry e
Bjorkman, 1980; Nievola et al., 2017; Hu et al., 2020).

O aumento de Fo observado para ambos os genoétipos de mamoeiro em
temperaturas superiores a 45°C, pode indicar a baixa eficiéncia para transferéncia
de energia de excitacdo entre as moléculas do complexo antena do PSII (LHCII)
(Goltsev et al., 2016). Isso ocorre principalmente, devido a dissociacdo do LHCII
dos centros de reacao do PSII ocasionada pelo aumento da fluidez da membrana
tilacoide (Harvaux, 1993; Srivastava et al., 1997; Madireddi et al., 2019).

Além do aumento Fo, sob temperaturas superiores a 40°C para o0 genotipo
‘Candy’, e 45°C para o genoétipo ‘Golden THB’, o decréscimo no valor de Fm pode
indicar que os aceptores de elétrons distribuidos ao longo da cadeia transportadora
nao foram completamente reduzidos, em funcdo do estresse promovido pelas

temperaturas-supra-6timas (Goltsev et al., 2016).
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Um dos fatores mais importantes para diminuicdo do rendimento de
fluorescéncia por elevadas temperaturas, caracterizada pelo decréscimo de Fm,
esta associado a inativacdo do complexo de evolucdo do oxigénio (CEO),
localizado no lado doador do PSII (Chen et al., 2016). Este complexo é formado por
um aglomerado de atomos de manganés, e o CEO é o principal responsavel pelo
fornecimento de elétrons para a cadeia transportadora, a partir da quebra de
moléculas de &gua e liberacdo de Oz (Lambers, 2008; Taiz et al., 2017). Este
complexo é caracterizado como um dos componentes mais sensiveis ao estresse
supra-o6timo, devido a liberacdo do aglomerado Mn ser causada pelas altas
temperaturas (Strasser, 2004; Barra et al., 2005; Oukarroum et al., 2013). Neste
trabalho, o comprometimento no CEO com a elevacdo da temperatura, também
pode ser observado por meio de analises de emissao rapida da fluorescéncia como
a obtida pelo Pocket PEA, e normalizada em escala de tempo logaritmica. Nesta
condicdo de comprometimento no CEO, ocorre o surgimento de uma fase-K (pico
K) exatamente no tempo de 300us, na curva O-J-I-P (Li et al., 2009). O
aparecimento desta fase ocorre porque a inativacdo do CEO ocasiona um
desbalanco no fluxo de elétrons entre o lado doador e os centros de reacao no lado
aceptor do PSIl. Este desbalanco promove a acdo de um doador de elétrons
alternativo, como a prolina, que é responsavel pelo fornecimento de elétrons a
cadeia transportadora, uma vez que o CEO esta inativado e impossibilita a quebra
de moléculas de H20, resultando no rapido aumento na concentracdo de Pheo/Qa
e, portanto, 0 aumento no rendimento de fluorescéncia a 300us (Strasser, 1997,
Téth et al., 2007; De Ronde et al., 2004).

Apesar de néo ter sido avaliado o surgimento da fase-K, neste trabalho a
inferéncia pode ser feita indiretamente por meio da analise de AV/Ato, que indica a
inclinacdo média inicial da curva de fluorescéncia a 300 ps. Quanto maior a
inclinag&o inicial da curva, maior sera a fase-K aparente e, portanto, maior dano
ocasionado ao CEO (Li et al., 2009), como observado neste em temperaturas
superiores a 50°C e confirmado pela avaliagédo da taxa de liberagdo de oxigénio (Li
et al., 2009) em amostras mantidas durante 15 minutos entre temperaturas de 35°C
a 55°C indicando o dano térmico intenso no CEO.

Apos o aparecimento da fase-K, a reducgdo repentina na cinética de
emissado da fluorescéncia e diminuicdo do rendimento de fluorescéncia maxima

(Fm), provavelmente ocorreu em funcdo da reabertura dos centros de reagao do
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PSII, devido a transferéncia de elétrons de Qa™ para Qs e ao acumulo de Psso*. O
baixo rendimento de fluorescéncia ocorreu, pois o doador de elétrons alternativo
nao foi capaz de manter a continuidade de fluxo para suprir a demanda no lado
aceptor do PSI (Strasser, 1997; Toth et al., 2007; Oukarroum et al., 2013).

A reducao nos valores de Fv/Fo representa o aumento da constante n&o-
fotoquimica (kn) em relacéo a constante para dissipacéo fotoquimica (kp), o que
significa dizer que menor seré a probabilidade com que a transferéncia de energia
resultard numa reacdo fotoquimica. Estes resultados sdo confirmados pelas
respostas a temperatura com reducao nos valores ®P, e incremento nos valores
®Do.

As variaveis ®Po e ®Do sdo inversas entre si, isso porque envolvem
processos concorrentes, ou seja, toda energia que ndo é transferida para resultar
na etapa fotoquimica é perdida por meio da dissipacao de energia na forma de calor
ou mesmo por fluorescéncia. A variavel ®Po que corresponde a variavel Fv/Fm, e a
variavel QYwmax, representam o rendimento quantico maximo do PSIl. A variavel
QY.Lss representa o rendimento quéantico efetivo do PSII. A partir da reducéo nos
valores de todas estas variaveis, é possivel mostrar que o incremento térmico sob
temperaturas superiores a 45°C causou danos severos a capacidade de reducéo
de Qa por meio do comprometimento da transferéncia de energia de excitacdo no
PSII (Marutani et al., 2012). Geralmente, tecidos fotossinteticamente ativos e sob
condicbes nao estressantes apresentam valores de ®P, entre 0,75 e 0,85, o0 que
significa dizer que existe uma probabilidade de 0,75 a 0,85, com média 0,8, de que
o féton de luz azul/vermelha que chega no PSII consiga reduzir Qa (Strasser, 2000;
Li et al., 2009, Strasser et al., 2004). Entretanto, a imposi¢cdo do estresse térmico
acarretou comprometimento na estrutura de membrana (membrana torna-se mais
fluida), e ocorre a reducdo da eficiéncia com que essa energia € usada para
fotoquimica priméria. Nesta condi¢do, mais energia € dissipada na forma de calor,
fluorescéncia ou pela transferéncia entre outros sistemas, 0 que pode resultar no
aumento significativo em ®Do em temperaturas superiores 45°C.

Na condi¢do de estresse supra-6timo (>45°C), o aumento de ®Do e a
reducéo nos valores era de ®P,, Wo € de ®Eo. Quanto menos energia de excitagédo
fosse destinada para reducéo de Qa, menor seria a probabilidade com que o elétron

possa ser transportado além de Qa para reducdo dos aceptores intersistema e,
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portanto, menor serd o rendimento quantico para o transporte de elétrons pela
cadeia transportadora.

Ao analisar os fluxos especificos de energia, pode-se observar que o
aumento no componente absorcdo (ABS) e no componente captura (TRo) de
energia por centro de reacdo ativo (RC) em temperaturas superiores a 45°C, nao
foi reproduzido nas analises de rendimentos e eficiéncias, vistos anteriormente. O
aumento no transporte de elétrons por centro de reacdo ativo (ETo/RC) a 45°C,
concomitante com o aumento na dissipacao de energia (DIo/RC) néo refletiu no
aumento da eficiéncia fotoquimica das amostras, devido ao fato da alta taxa de
inativacdo de centros de reacdo sob estresse térmico (Lavergne, 1993; Mathur et
al., 2011; Zuchi et al., 2012). De fato, em condi¢des de temperaturas supra-6timas
a reducdo nos valores de RC/CSo e 10RC/ABS se refere a densidade de centros
de reagdo capazes de reduzir Qa, € menor densidade de centros de reagéo ativos,
respectivamente. Em ambos os casos, € demonstrado o efeito de inativacdo de
centros de reacdo pelo aumento da temperatura acima de 40°C, de tal forma que
toda energia luminosa que chega aos centros de reagao ativos tende a causar um
alto nivel de excitagdo tanto no complexo antena, quanto no PSII, refletindo a alta
absorcéo e captura dessa energia. Entretanto, nem toda energia de excitacdo que
chega é capaz de ser transportada através da cadeia transportadora, uma vez que
o fluxo de elétrons pelo CEO passa a ser limitado pelas altas temperaturas,
resultando também na alta dissipacéo energética.

Os fluxos de energia fenomenoldgicos (por meio da expressdo CS no
denominador da fragdo) permitiram evidenciar com maior clareza os efeitos do
estresse térmico ao longo de uma porc¢ao foliar considerando o pool total de centros
de reacao, estejam eles ativos ou ndo. O aumento da temperatura promoveu maior
absorcdo energética pelos complexos antena do PSII, como demonstrado pelos
valores de ABS/CSo. Entretanto, a reducgéo significativa sob temperaturas de 50°C
e 55°C na captura de energia pelos centros de reacéo do PSII (TR./CSo) em ambos
0S genotipos (Zuchi et al., 2012), pode estar relacionada a inativacéo por calor dos
centros de reacdo, devido a dissociagcdo de uma proteina extrinseca de 33kDa
responsavel pela estabilizacdo do manganés (Enami et al., 1994). Esta resposta
tanto de ABS/CSo quanto TRo/CSo pode indicar que o maior comprometimento do

fluxo de energia nas reacdes fotoquimicas para 0 mamoeiro esta mais relacionado
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a inativacdo de centros de reacdo do que a capacidade que o complexo antena
mantem de absorver energia (Gounaris et al., 1984).

As temperaturas de até 45°C durante determinado periodo, e que
promoveram um maior fluxo de elétrons através do PSIl (ETo/CSo), estdo
diretamente relacionadas ao estimulo do PSI, aumentando a probabilidade de os
elétrons serem transportados dos aceptores intersistema reduzidos para 0s
aceptores finais do PSI (Harvaux, 1991; Sharkey, 2005; Oukarroum et al., 2013).
Entretanto, a permanéncia sob estas altas temperaturas por um longo periodo ou
sob temperaturas maiores pode comprometer drasticamente a capacidade de
transporte de elétrons. Estes resultados podem ser confirmados pela queda no
fluxo linear de elétrons com o aumento da temperatura acima de 35°C, mas com
uma leve recuperagéo aos 45°C, voltando a cair aos 50°C. Obviamente, como muita
energia foi absorvida pelo complexo antena (indicado pelos elevados valores de
ABS/CSo), houve baixa eficiéncia na captura desta energia pelos centros de reagéo
(indicado pela redugéo nos valores de TRo/CSo) € como consequéncia uma reducao
no fluxo de elétrons (indicado pela reducdo nos valores de ETo/CSo). Todo
excedente de energia luminosa absorvida foi dissipado por meio de processos
regulados ou nédo regulados. Este comprometimento do estresse supra-6timo na
atividade fotoquimica é evidenciado por meio da elevacao nos valores da variavel
Dlo/CSo. De fato, temperaturas superiores a 45°C promovem uma alta taxa de
dissipacéo térmica de energia, principalmente no gendtipo ‘Candy’. Entretanto, o
decréscimo no quenching néo-fotoquimico em estado estacionario (NPQLss), pode
ser explicada devido ao fato de que é uma variavel diretamente dependente de Fm
€ FmLss [NPQLss = (Fm - FmLss) /FmLss], € como visto anteriormente, o dano a variavel
Fm foi tdo intenso sob temperaturas muito altas. O NPQ €é um mecanismo
relacionado a dissipacdo nao-fotoquimica de energia na forma de calor e
controlado, principalmente, pelas alteracbes no ciclo das xantofilas. Dias et al.
(2010) atribuiram essa redugédo em NPQ ao uso do ATP sintetizado nas reagdes
fotoquimicas pelo Ciclo de Calvin-Benson e a diminuicdo do gradiente de protons
transtilacoidal para protecéao do sistema antena de PSII (Joshi et al., 1995; Sharkey
e Zhang, 2010; Brestic et al., 2016).

A dissipacdo de energia por processos nao-regulados (PNO) é
drasticamente comprometida pelo aumento da temperatura. Curiosamente, 0s

valores significativamente altos da variavel NPQp, nos tratamentos térmicos de
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50°C e 55°C a 15 minutos e de 45°C em todos os tempos de imersao, indica a
capacidade de recuperacdo do aparato fotossintético sob estresse térmico
moderado, promovido pela dinamica do ciclo das xantofilas.

O aumento da fluidez de membranas afeta toda a estruturagédo e
funcionalidade dos tilacoides, bem como os componentes principais deste sistema
membranoso dos cloroplastos (Niu e Xiang, 2018). Sabe-se que estes
componentes estruturais e funcionais sdo espacialmente separados ao longo das
membranas do tilacoide, sendo que os complexos LHCII e PSII se concentram na
porcdo empilhada (grana) dos tilacoides, PSI e complexo ATPase se concentram
nos tilacoides em contato com o estroma, e o complexo Cyt b6/f se encontra
distribuido nas duas porcdes (lvanov et al., 2017; Taiz et al., 2017). Quando ocorre
0 aumento da temperatura e consequente aumento da fluidez das membranas,
ocorre a perda da estrutura dos cloroplastos e da organizacéao lateral nos tilacoides,
acarretando a perda ou comprometimento de funcfes/atividades da maquinaria
fotoquimica (Gounaris et al., 1984, Mohanty et al., 2011; lvanov et al., 2017). Estas
respostas podem ser avaliadas por meio da reducdo em SFlabs temperaturas acima
de 40°C (principalmente no gendtipo ‘Candy’). Esta variavel € um indice de
estrutura e funcdo do aparato fotossintético e sua reducdo pode indicar o
comprometimento estrutural e funcional das folhas de Carica papaya L.

Outro importante indice baseado nas variaveis da fluorescéncia e utilizado
para detectar o nivel de danos causados pelo estresse por elevadas temperaturas
€ o indice de desempenho fotossintético (photosynthetic index ou performance
index - Plaps). Esta variavel é multiparamétrica, uma vez que envolve outras
varidveis como a variavel relacionada ao componente absor¢cdo (ABS), o
componente captura (TR) e o componente transporte de elétrons (ET) (Strasser et
al., 2004). Esta variavel Plabs € considerada por varios autores como uma variavel
mais sensivel aos estresses abibticos, como estresse hidrico e térmico (Strasser et
al., 2004; Yusuf et al., 2010; Kalaji et al., 2016), entretanto, assim como 0 SFlabs, 0
Plabs S& mostrou ter, para ambos o0s genotipos, maior sensibilidade somente a partir
de 40°C, mais especificamente para o genotipo ‘Candy’.

A razéo de decréscimo da fluorescéncia (Rr), também chamada de indice
de vitalidade do PSIl, fornece indicativos das interacdes entre as etapas
fotoquimica e bioquimica da fotossintese (Lichtenthaler et al., 2004, Goltsev et al.,

2016). Para avaliacdo do estresse térmico em plantas, a exemplo do mamoeiro, o
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uso desta variavel foi importante, pois o0 aumento da temperatura tem um impacto
direto na atividade enzimatica do ciclo de Calvin-Benson, principalmente sobre a
capacidade de carboxilacdo da RuBisCO (Sharkey, 2005). Portanto, a reducao nos
valores desta variavel indica o desequilibrio entre as reagfes fotoquimicas nos
tilacoides e as reacdes enzimaticas no estroma (Lichtenthaler et al., 2005). Além
disso, quando sédo considerados os efeitos estomaticos da fotossintese, esta
varidvel apresenta correlacdo linear com a taxa de assimilagdo de carbono
(Rinderle e Lichtenthaler, 1988). Apesar deste trabalho desconsiderar os efeitos
estomaticos do aumento de temperatura sobre a eficiéncia fotossintética nos
genotipos de mamoeiro estudados, a reducdo desta variavel em temperaturas
superiores a 40°C para ‘Golden THB’ e 45°C para ‘Candy’, pode refletir tanto em
danos ao aparato fotoquimico quanto no aparato bioquimico, principalmente pelos
valores préximos de zero sob temperaturas de 50°C e 55°C.

Além das inUmeras variaveis quantitativas observadas neste trabalho, é
importante ressaltar a importancia das imagens de fluorescéncia geradas para
algumas das variaveis citadas anteriormente. Como visto, 0 uso desta técnica
permite a compreensdo da heterogeneidade com a qual a intensidade dos valores
de cada variavel estudada se distribui ao longo do tecido foliar (Figuras 9 e 11), o
que possibilita a caracterizacéo visual do nivel de dano ocasionado ao aparato
fotossintético por meio da acdo do estresse supra-6timo de temperatura
(Oxborough, 2004).

Em trabalhos futuros, deverdo ser realizados experimentos objetivando
avaliar se a extensao do dano fotoquimico provocado pelo aumento da temperatura
possui carater de reversibilidade ou ndo; ou seja, se a extensdo do dano causado
em temperaturas superiores a 40°C € mantida ou ndo, apdés a exposicdo da

temperatura do tecido foliar retornar as temperaturas consideradas controle (25°C).
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, foi observado que as temperaturas superiores a 45°C, ja
por 15 minutos, desencadeiam comprometimentos na maquinaria fotoquimica de
folhas dos gendtipos de mamoeiro ‘Candy’ e ‘Golden THB'. Entretanto, o genaétipo
‘Candy’ mostrou ser ligeiramente mais sensivel que o genétipo ‘Golden THB’,
considerando as variaveis RC/CSo, 10RC/ABS, Pl@ss) € SFlabs). Apesar da
diferenca interespecifica ao tratamento térmico, as diferencas mostraram-se muito
mais relevantes entre as diferentes temperaturas, e os diferentes tempos de
exposicao, do que ao material genético utilizado, ou ao grupo que o genotipo esta
inserido (Formosa ou Solo).

Entre os diferentes métodos de avaliacdo da emissao de fluorescéncia da
clorofila a, foram observadas variaveis que foram mais sensiveis (Fv/Fo, RC/CSo,
SFlabs, 10RC/ABS, Plabs) ao estresse térmico moderado do que outras (ABS/RC,
TRo/RC, ETo/RC e DIo/RC). Portanto, a escolha da variavel utilizada para
caracterizar 0 estresse térmico deve ser feita buscando obter o maximo de
informacgdes possiveis a respeito da atividade do aparato fotossintético.

Portanto, o uso das diferentes metodologias de medi¢cdo da emisséao de
fluorescéncia da clorofila a para deteccdo do estresse por temperaturas supra-
Otimas em genotipos de mamoeiro € eficiente, desde que as variaveis mais

sensiveis em cada metodologia sejam selecionadas.
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