FABIO MURILO DA MATTA

DESEMPENHO FOTOSSINTETICO DO CAFEEIRO EM RESPOSTA
A TENSOES ABIOTICAS

Tese Apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como Parte das
Exigéncias do Curso de Fisiologia
Vegetal, para Obtencdo do Titulo de
Doctor Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
DEZEMBRO - 1995



A Marcia von Schreiggich
In memoriam

il



AGRADECIMENTOS

“Sé todo a cada coisa.
Pée o que és no minimo quefazes.”
Fernando Pessoa

Ao Professor Moacyr Maestri,
Um agradecimento especial, pela orientacao,
pelo exemplo, pelo carinho e pela amizade.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de realiza¢io deste
curso.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico, pela
concessao da bolsa de estudos.

A Empresa Capixaba de Pesquisa Agropecusria e & Empresa de Pesquisa
Agropecuaria do Estado de Minas Gerais, pela cessdo do material vegetal.

Aos Professores Paulo R. Mosquim e Raimundo S. Barros, pelos

ensinamentos, pela amizade, pelas criticas e sugestoes.

i



v

Ao Professor Marco Aurélio P. e Silva, pela agradavel convivéncia, pelas
criticas e sugestoes.

A Professora Herminia P. Martinez, pelas criticas e sugestdes.

Aos Professores Eldo M. da Silva e Luiz Carlos Salomdo, pela colaboragio.

Aos Técnicos Oswaldo Santos Filho e Carlos Raimundo, pela atengio e
colaboracao.

Aos meus amigos Claudio G. do Nascimento, Erico G. Cardoso, Glauco A.
Corréa, Josemar Schmitd, Marcelo A. G. Carnelossi ¢ Marcelo V. Rolim, pela

amizade fraterna, pelo constante apoio e pela feliz convivéncia.



BIOGRAFIA

FABIO MURILO DA MATTA, nasceu em Vitoria, Espirito Santo, em 14
de outubro de 1966.

Em janeiro de 1987, graduou-se em Agronomia, pela Universidade Federal
do Espirito Santo.

Em 1991, concluiu o Mestrado em Fisiologia Vegetal e, no mesmo ano.
iniciou o Curso de Doutorado an Fisiologia Vegetal, ambos na Universidade
Federal de Vigosa. A partir de novembro de 1994, foi efetivado como Professor

Assistente I, no Departamento de Biologia Geral daquela Universidade.



CONTEUDO

Pagina
EXTRATO. ...t viii
INTRODUCAO GERAL. ... ee e e 1
CAPITULO 1
FOTOINIBICAO DA FOTOSSINTESE - EFEITOS DO
CLORANFENICOL E DITIOTREITOL
I-INTRODUGAO ... 3
2- MATERIAL E METODOS.......coveeeeeeeseseesseeesesessessssseesesesesasnees 6
3- RESULTADOS E DISCUSSAO ...ouveeeeseeeieeeesseeseseesseeseseseessneens 8
CAPITULO 2
PARAMETROS FOTOSSINTETICOS RELACIONADOS
COM A TEMPERATURA
1-INTRODUGCAO ...t 18
2- MATERIAL E METODOS.......cooeeieeeeeseeeseeeeeseeesseseessseeeseseeesesens 20
3- RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ..orreeereeereeeeseresseeeseseesssseesaseeens 22

vi



CAPITULO 3

EFEITOS DO DEFICE HIDRICO SOBRE O

DESEMPENHO FOTOSSINTETICO

1= INTRODUGADQ ...t

2- MATERIAL E METODOS ...coueeeeeeeeeeeeesseseeseseeseseesssereseeserenn

3- RESULTADOS E DISCUSSAQ ..o seseeseseeenen
RESUMO E CONCLUSOES .....co.oovieeieeeeeeeeeeeeeeeee e

BIBLIOGRAFIA

ni

37
40
43
53
56



EXTRATO

MATTA, Fabio Murilo Da, D.S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
1995. Desempenho Fotossintético do Cafeeiro em Resposta a Tensoes
Abidticas. Professor Orientador: Moacyr Maestri. Professores Conselheiros:
Paulo Roberto Mosquim ¢ Raimundo Santos Barros.

Foram investigadas respostas fisiologicas decorrentes de tensdes luminosa,
térmica e hidrica, sobre o aparelho fotossintético de Coffea arabica cv Catuai
Vermelho e C. canephora cv Conillon. Sob alta irradidncia, a fotoinibi¢ao foi
manifestada por decréscimos lineares da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II
(FST). Cloranfenicol (CAP) intensificou a extensdo da fotoinibi¢do ¢ bloqueou
completamente 0 seu restabelecimento sob baixa irradidncia, sem quaisquer efeitos
aparentes de ditiotreitol (DTT). Nao foi observada separagdo de fases na reversao
da fotoinibigdo. A evolugdo de oxigénio fotossintético, sob condigdes
fotoinibitorias, foi reduzida por CAP e DTT, sendo decrescida apenas
marginalmente nas plantas-controles de Catuai, porém com pronta recuperacao
ap6s 90min de exposigdo a baixa irradidncia. Com relagdo a temperatura, o

desempenho fotossintético de Conilon e Catuai foi reduzido em folhas que se
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desenvolveram no inverno, com decréscimos mais drasticos no primeiro cultivar,
principalmente em virtude de fatores ndo-estomaticos. O teor de amido foliar foi
significativamente maior no inverno, Catuai mostrando teores 70% superiores
aqueles observados em Comnilon. Foi verificada, naquele cultivar, uma estreita
correlagdo entre a evolugdo de oxigénio fotossintético ¢ a concentragdo foliar de
amido. Quando os niveis desse carboidrato foram reduzidos a metade, a evolugao
do oxigénio fotossintético e a eficiéncia fotoquimica do FSII foram restabelecidas
a taxas semelhantes aquelas medidas em folhas desenvolvidas no verdo. Conilon
acumulou prolina e ascorbato em maior extensdo do que Catuai, no inverno,
ocorrendo o oposto com relagdo a malondialdeido. A constante da taxa de
recuperacao da fotoinibigdo, no inverno, foi quatro vezes menor em Catuai, sendo
incrementada no verdo, mas a valores inferiores aos mostrados por Conilon. Nesse
cultivar, a reducdo da fotossintese nas fases iniciais da seca foi governada,
principalmente, por fatores ndo-estomaticos, enquanto em Catuai, tanto fatores
estomaticos quanto ndo-estomaticos estiveram associados com a reducdo do seu
desempenho fotossintético. Sob défice hidrico severo, limitagdes ndo-estomaticas
foram as mais importantes, no controle das taxas fotossintéticas, com menores
decréscimos em Conilon, que maximizou o ganho de carbono as expensas de
conservacdo de 4gua. Deficiéncia hidrica moderada, per se, ndo afetou
consistentemente a evolucdo do oxigénio fotossintético na recuperacdo da
fotoinibicdo em ambos os cultivares, porém, sob seca severa, a capacidade
fotossintética de Catuai foi drasticamente reduzida. De modo geral, o apareclho
fotossintético do Conilon foi menos sensivel do que o do Catuai a altas

irradidncias, atemperatura e ao défice hidrico.



INTRODUCAO GERAL

Dentre mais de 70 espécies pertencentes ao género Coffea, apenas duas
delas, Coffea arabica L. e C. canephora Pierre, assumem importancia economica,
respondendo por quase a totalidade da produgdao mundial de café¢ (RENA et al.,
1994).

A distribuicdo geografica de plantios comerciais de cafeeiros é controlada,
basicamente, por temperatura, de modo que C. arabica, geralmente exibindo
menor sensibilidade a frio de que C. canephora (JOUVE et al., 1993; RENA et
al., 1994), é preferencialmente cultivado em regides altas e amenas e, de modo
oposto, regides baixas e quentes sdo mais adequadas ao cultivo de C. canephora.

Apesar de serem plantas com folhas de caractensticas tipicas de sombra,
cafeeiros sdo cultivados, via de regra, a pleno sol, com produgdes satisfatorias e,
" geralmente, maiores que os plantios sob sombra, desde que a disponibilidade
hidrica do solo ndo seja um fator limitante a sua produtividade. No entanto, altas
intensidades luminosas mais do que saturam o aparelho fotossintético do cafeeiro,

acarretando-lhe severa fotoinibicao (NUNES et al., 1993), a qual pode ser



potencializada por défice hidrico e extremos de temperatura (BARBER e
ANDERSSON, 1992; KRAUSE, 1988; OSMOND, 1994). Intera¢do entre as
respostas de tais fatores abidticos, portanto, modulam complexamente as
respostas fotossintéticas do cafeeiro ao ambiente, limitando sua assimilacdo de
carbono e seu crescimento, especialmente em  campo, onde
sinergismo/antagonismo entre tais fatores é fortemente acentuado.

Nos ultimos anos, varios estudos exploraram efeitos de variaveis
ambientes, como luz, temperatura, umidade relativa, disponibilidade hidrica,
sobre o desempenho fotossintético do cafeeiro, mas, pouco se conhece sobre
diferengas de estratégias da maquinaria fotossintética de C. arabica ¢ de C.
canephora, visando aclimatacdo a condi¢des adversas do ambiente. Neste
trabalho, foram investigadas respostas fisiologicas decorrentes de tensodes

luminosa, térmica e hidrica, sobre a capacidade fotossintética daquelas espécies.



CAPITULO 1

FOTOINIBICAO DA FOTOSSINTESE
EFEITOS DO CLORANFENICOL E DITIOTREITOL

1- INTRODUCAOQO

Irradidncias superiores aqueles necessarios para saturar a fotossintese
freqlientemente acarretam um decréscimo liquido na taxa de transporte de elétrons
através do fotossistema II (FSII), e um forte incremento na taxa de giro de DI,
principal proteina dos centros de reagdo do FSII, na medida em que ela se liga a
todos os cofatores necessarios a transferéncia de elétrons, desde o complexo de
clivagem da agua até o estoque de platoquinonas (ANDERSSON et al., 1994;
TELFER e BARBER, 1994). Como regra, fotoinibi¢ao sempre resulta em redugao
de eficiéncia fotoquimica do FSI (KRAUSE, 1988), freqiientemente avaliada pela
razdo de fluorescéncias variavel (Fv) e maxima (Fm).

O mecanismo de fotoinibicdo ndo estd completamente elucidado

(CRITCHLEY e RUSSEL, 1994; LONG et al., 1994), mas parece resultar (a) de
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processos fotoprotetores acoplados a dissipacdo de energia térmica, especialmente
aqueles associados com a interconversdo violaxantina-zeaxantina (DEMMIG-
ADAMS e ADAMS, 1992), caracterizados por decréscimos de fluorescéncia
inicial (Fo) e de Fm, e, (b) inativa¢do/destrui¢do e reparo de centros de reagdo do
FSII (ARO et al., 1994; FRANKLIN et al, 1992; GREER et al.,, 1993),
normalmente associados com incrementos de Fo, resultantes de fotodanos no FSII
(KRAUSE, 1988; OSMOND, 1994). Reversdo da fotoinibigdo, nesse contexto,
exige ressintese e substituicao da proteina D1 nos centros de reagdo do FSII
(GREER et al., 1993;LEITCSH et al., 1994; OHAD et al., 1994).

Quando a reversao da fotoinibigdo é avaliada a temperatura ambiente, duas
fases distintas de restabelecimento podem ser observadas (FRANKLIN et al.,
1992; HURRY e HUNER, 1992; KRAUSE, 1994; LEITSCH et al., 1994;
RINTAMAKI et al., 1994; SCHNETTGER et al., 1992; van WIJK e van
HASSELT, 1993). A primeira é rapida, usualmente completada dentro de 1h ¢
independente do giro proteico, e uma segunda fase, lenta, atribuida a ressintese e
substitui¢ao de DI e, via de regra, completamente bloqueada por inibidores da
sintese de proteinas cloropiastidicas (AROet al., 1994; LEITSCH et al., 1994;
SCHNETTGER et al., 1992). O restabelecimento na primeira dessas fases tem
sido atribuido, em grande parte, aformacao de zeaxantina (DEMMIG et al., 1987;
DEMMIG-ADAMS, 1990; FRANKLIN et al.,, 1992). DEMMIG-ADAMS e
ADAMS (1992) sugeriram que dissipacdo de energia térmica envolvendo
formagdo de zeaxantina é o principal processo fotoprotetor de extingdo do
excesso de energla, ocorrendo em folhas sob varias condi¢des usualmente
encontradas por plantas.

Neste trabalho, foi avaliada, qualitativamente, a importancia relativa dos
processos acima discutidos na fotoinibicdo do cafeeiro. A significincia da
capacidade do ciclo de reparo do FSI, atuando como protecdo contra

fotoinibi¢do, foi estimada utilizando-se cloranfenicol (CAP) para bloquear a



sintese de proteinas codificadas no genoma do cloroplasto, e a inibicdo da
extingdo do excesso de energia térmica, mediada por formagdo de zeaxantina, foi

avaliada a partir da inibi¢ao de sua sintese por ditiotreitol (DTT).



2- MATERIAL E METODOS

Dois cultivares de cafeeiros, Coffea arabica L. cv Catuai Vermelho e C.
canephora Pierre cv Conilon, de aproximadamente seis anos, cultivados em
campo, a pleno sol, foram utilizados nos experimentos de fotoinibi¢ao.

Folhas do terceiro par, a partir do apice, de ramos plageotropicos,
orientadas na direcdo leste-oeste, foram destacadas e acondicionadas em
dessecador provido de placa perfurada, com peciolos imersos em agua,
cloranfenicol (CAP) ou ditiotreitol (DTT), estes obtidos de Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, EUA. Foram testadas varias concentracdes e tempos para absor¢ao
desses inibidores. Alternativamente, discos foliares e folhas inteiras foram
infiltradas a vacuo, a fim de se avaliar a eficadcia do método empregado para a
absorcdo de CAP e DTT. Os resultados obtidos refem-se a absor¢ao de CAP
(1mol m=) por 3h e DTT (3mol m™3) por 6h, ambos absorvidos via corrente
transpiratona.

A fotoinibi¢do foi estudada em discos foliares de IOOOmmZ , flutuando em

1

agua ou em solugdo de CAP ou DTT, sob 1,6mmol de fétons m2 s , por até



160min, a 22°C, utilizando-se duas lampadas de halogénio de 1000W. O excesso
de radiagdo térmica foi filtrado por uma lamina de 0,1m de 4gua. A recuperagdo

da fotoinibigdo foi acompanhada durante 210min, a 22°C, sob 40umol de fotons
1

m 2 5!, com discos foliares mantidos na mesma solucao utilizada nos
tratamentos fotoinibitorios.

A fotoinibicdo ¢ o subseqiiente restabelecimento foram estudados,
medindo-se a cinética de emissdo de fluorescéncia rapida e a evolugdo de
oxigénio fotossintético. No primeiro caso, foi utilizado um fluorimetro, o
Analisador de Eficiéncia de Plantas (PEA, Hansatech, Norfolk, Reino Unido),
medindo-se, atemperatura ambiente, Fo e Fm. A razao de fluorescéncia varidvel e
fluorescéncia maxima (Fv/Fm) foi determinada em folhas previamente adaptadas
a 20min de obscuridade. A indugdo de Fm foi acompanhada por um pulso de luz
saturante de 3mmol de fotons m™2 s!, com pico de comprimento de onda em
650nm, por 5s. A fluorescéncia inicial foi derivada pela extrapolagdo ao tempo
zero da linha de melhor ajuste dos sinais de fluorescéncia registrados a cada 10s,
apods o inicio da iluminacao. Todas essas operagdes foram feitas automaticamente
pelo analisador, sendo os dados recuperados num microcomputador via programa
proprio.

A fotossintese liquida maxima, expressa pela evolucdo de oxigénio
(Amax), foi medida sob luz e CO7 saturantes, a 35°C, utilizando-se um eletrodo
de oxigénio de fase gasosa (LD2, Hansatech, Norfolk, Reino Unido), calibrado
pela introdu¢do de um volume conhecido de O2. Luz foi fornecida por uma fonte
LS2 - Hansatech, provida de lampada de halogénio de 100W (tipo Xenophot,
Osram, Berlim, Alemanha), fornecendo cerca de 1,2mmol de fétons m2 s! a0
nivel de disco foliar. A concentragdo de CO2 (30mmol mo]'l) na camara foi
gerada por 0,2mL de tampdo carbonato/bicarbonato (1kmol m'3), conforme

WALKER (1987).



3-RESULTADOS E DISCUSSAQ

A Figura 1 mostra reducdo de eficiéncia fotoquimica maxima do FSII,
avaliada pela razdo Fv/Fm, quando discos foliares de cafeeiros Codon e Catuai
foram expostos a 1,6mmol de fotons m=2 s-1, por até 160min. Claramente, o
declinio de Fv/Fm ao longo do tempo foi fortemente linear, aproximando-se de
uma cinética de primeira ordem, tanto nos discos-controles como nos discos
tratados com DTT e CAP. Os resultados obtidos com o0s discos-controles sao
similares aqueles observados por DEMMIG e BJORKMAN (1987) e GREER et
al. (1986), mas contrastam com os dados de FRANKLIN et al. (1992), em que s¢
pode observar a ocorréncia de dois processos de primeira ordem, caracterizados
por declinio inicial rapido e posteriormente lento de Fv. Em qualquer caso, a
reducdo de Fv/Fm, em fun¢do do tempo de fotoinibigdo, pode representar, em
propor¢do aproximada, declinio do numero de centros de reagdo do FSII
envolvidos no transporte linear de elétrons, com concomitante aumento do
numero de centros inativos, que dissipariam fortemente 0 excesso de energia em
calor (CRITCHLEY e RUSSEL, 1994; KRAUSE ¢ WEIS 1991; LEITSCH et al.,
1994; OQUIST et al., 1992; SCHNETTGER et al., 1994).
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FIGURA 1- Fotoinibigdo do FSII, Avaliada pelo Decréscimo de In (Eficiéncia
Fotoquimica do FSI) de Discos Foliares de Dois Cultivares de
Cafeeiros, Flutuando em Agna ou em Solugdo de Cloranfenicol
(CAP) ou Ditiotreitol (DTT). A Fotoinibi¢ao Foi Conduzida a 22°C,
sob 1,6mmol de Fotons m2 s-1, Cada Simbolo E Média de Seis
Repeticoes. Erro Padrao Nao Excedeu a 5% do Valor da Média.

Ditiotreitol ndo alterou a extensdo da fotoinibi¢do, mas, em presenga de
CAP, a fotoinibigdo foi inequivocamente incrementada, tanto em Conilon como
em Catuai, com maior sensibilidade de Conilon (Fig. 1). Nesse cultivar, a
constante de taxa de declinio de Fv/Fm de discos foliares tratados com CAP, dada
pela declividade da curva In Fv/Fm x tempo de fotoinibigdo, foi 92% superior a
dos discos-controle, contra 47% observados em Catuai. Essa disparidade pode ser
resultante da melhor conexdo entre centros de reacdo do FSII fotoinibidos e
centros funcionais adjacentes em Catuai (OQUIST et al, 1992), como
conseqiiéncia do maior empilhamento dos grana de seus -cloroplastos
(ADAMSON et al., 1991). Nesse contexto, maior concentragdo de clorofila b
reflete maior conexao entre centros de reagcdo do FSII (LEVERENZ et al., 1992)
e, de fato, a concentragdo de clorofila b, em Catuai, foi 59% superior a de

Conilon (dados ndo mostrados). Alternativamente, a intensificacao da fotoinibi¢ao
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FIGURA 2- Esquerda, Variagoes de Fluorescéncias Inicial, Fo (A) e Maxima, Fm
(0); Direita, Razao de Fluorescéncia Varidvel/Maxima, Fv/Fm (o) e
Evolugdo de Oxigénio Fotossintético, Ay 4x (A) Medidas em Discos
Foliares do Cafeeiro Catuai (A e B, Discos-Controles; C e D, Discos
Tratados com Ditiotreitol; E e F, Discos Tratados com Cloranfenicol),
Durante Recuperacio da Fotoinibigio, sob 40umol de Fotons m=2 s-1,
a 22°C. Cada Simbolo E Média de Seis Repeti¢des, e Barras Indicam
Erro Padrdo; Quando Nao Mostrado, Erro Padrao Foi Menor que
Tamanho dos Simbolos. Simbolos Cheios & Esquerda de Cada Figura
Indicam Valores dos Pardmetros Avaliados Anteriores a Fotoinibigao.
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FIGURA 3- Esquerda, Varia¢Oes de Fluorescéncias Inicial, Fo (A) ¢ Maxima, Fm
(0); Direita,Razdo de Fluorescéncia Vanavel/Maxima, Fv/Fm (o) e
Evolugdo de Oxigénio Fotossintético, Ap4x (A), Medidas em Discos
Foliares do Cafeciro Codon, Durante a Recuperagdo da
Fotoimibi¢do. Ver Legenda da Fig. 2 para Demais Detalhes.



por CAP pode indicar um balango entre inativagdo e concomitante reativagdo do
EST, através do giro da proteina D1 (LEITSCH et al., 1994; SCHNETTGER et
al., 1994; TYYSTJAR VI et al., 1992).

As Figuras 2A e 3A indicam incrementos de Fo da ordem de 19% e 16%,
em discos foliares de Catual e Conilon, respectivamente, apds 2h de fotoinibig3o.
Os incrementos de Fo foram pequenos mas significativos, mantendo-se ao longo
da fase de recuperacdo, e podem ser tomados como indicativo de dano
fotoinibitorio (KRAUSE, 1988), caracterizado por destrui¢do e, ou, inativagdo de
centros de reagdo do FSII, ou por reducio de transferéncia de energia de excitagdo
das antenas aos centros de reacdo {(SOMERSALO e KRAUSE, 1990),
provavelmente como conseqiiéncia de a taxa de destruicdo de D1 exceder a sua
taxa de substituicao em centros de reacdo do FSII fotodanificados (GREER et al.,
1986; KRAUSE, 1988). Por outro lado, tanto Conilon como Catuai mostraram
redugdes da ordem de 63% de Fm (Figs. 2A e 3A). As variagdes de Fo e de Fm
concorreram, portanto, para reduzir a eficiéncia fotoquimica do FSII, em tomo de
50% nos dois cultivares. Apés 210min de recuperacdo, sob 40umol de fotons
m-2 s-1, Fv/Fm alcancou valores proximos a 82% e 93% em relagdo aos discos-
controles de Catuai e Conilon, respectivamente (Figs. 2B e 3B). Nesse periodo, o
restabelecimento de Fv/Fm foi devido exclusivamente a ganhos de Fm, visto que
Fo se manteve constante.

O restabelecimento de Fv/Fm apos fotoinibigdo parece ser bifdsico
(BOESE e HUNER, 1992; HURRY e HUNER, 1992; KRAUSE e WEIS, 1991;
LEITCSH et al., 1994, SCHNETTGER et al., 1992), com fase inicial rapida (20-
60min) ¢ uma segunda, lenta, requerendo varias horas para completa reativagdo
do FSI (HURRY ¢ HUNER, 1992; LEITSCH et al., 1994). No entanto, nenhuma
separacao de fases foi observada na recuperagao de Fv/Fm em cafeeiros, como

mostra a Fig. 4, em que pode-se observar uma tendéncia de cinética de primeira
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FIGURA 4- Recuperagao da Fotoinibi¢ao do FSII, Avaliada por In (Eficiéncia
Fotoquimicado FSII, Fv/Fm) de Discos Foliares de Cafeeiros Catuai
e Conilon. A Recuperagdo da Fotoinibi¢do Foi Conduzida a
22°C, sob 40umol de Fotons m-2 s-1. Cada Simbolo E Média de
Seis Repetigoes. Erro Padrao Nao Excedeu a 4% do Valor da Média.

ordem, ao invés de dois processos distintos que seriam caracterizados por duas
fases exponenciais separadas, cada qual seguindo uma cinética de primeira ordem.
Para avaliar essa hipotese, foi utilizado DTT para inibir a extingdo ndo-
fotoquimica associada a desepoxidagdo da violaxantina (BILGER et al., 1989),
que caracteriza, em grande parte, a fase inicial rapida (ADAMS ¢ DEMMIG-
ADAMS; 1993, DEMMIG-ADAMS e ADAMS, 1992), e CAP, como inibidor da
sintese da proteina D1, necessaria para o funcionamento do ciclo de reparo do
FSH e associada a fase lenta de restabelecimento de Fv/Fm (ARO et al., 1994;
CRITCHLEY e RUSSEL, 1994;SCHNETTGER et al., 1992).

Ditiotreitol ndo promoveu, essencialmente, quaisquer alteragoes de Fo, Fm
e Fv/Fm durante a fotoinibi¢do nem tampouco no seu restabelecimento (Figs.
2C.D e 3C,D). OQUIST et al. (1992) também ndo observaram efeitos de DTT
sobre o declinio de Fv/Fm em Tradescantia submetida a 1.7mmol de fotons
m-2 s-1, por 4h, mas isso pode ter sido conseqiiéncia de sua baixa irradidncia de

crescimento (OSMOND et al., 1993). Ndo obstante, é possivel que a recuperagao
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de Fv/Fm mediada por formacdo de zeaxantina, em cafeeiros, pode ter sido
demasiadamente rapida, em tempo inferior aos 20min requeridos para o
relaxamento dos sinais de fluorescéncia e, ou, alternativamente, cafeeiros podem
carecer de um estoque significativo de xantofilas para mediar a extingdo néo-
fotoquimica na fase rapida de restabelecimento da atividade do FSII, na medida
em que, zeaxantina, per se, apresenta eficiéncia de extingfo relativamente baixa,
menor que 10% (OWENS, 1994). Por outro lado, extingdo ndo-fotoquimica
mediada por formagdo de zeaxantina ainda € pouco compreendida (DEMMIG-
ADAMS e ADAMS, 1992; HORTON et al.,1994; OSMOND, 1994), e muitas
conclusdes nesse sentido foram extraidas via inibigdo de sua sintese por DTT,
pressupondo inexisténcia de efeitos laterais desse inibidor sobre outros processos
da fotossintese, conforme demonstrado por BILGER ¢ BIORKMAN (1990). Isso,
claramente, ndo ocorreu neste experimento, na medida em que DTT inibiu a
evolucao de oxigénio fotossintético, mas ndo Fv/Fm, durante o restabelecimento
da fotoinibigdo (Figs. 2D e 3D). Ademais, DEMMIG-ADAMS e ADAMS (1992)
relataram que folhas que se desenvolvem em campo, a pleno sol (como as deste
ensaio), somente tornam-se sensiveis a CAP quando pré-tratadas com DTT,
indicando que os centros de reagdo do FSI estdo normalmente protegidos do
excesso de energia, por meio de incrementos de dissipagdo de energia térmica,
associados com decréscimo do estado de epoxidagdo de intermedidrios do ciclo da
xantofila. Isso ndo foi observado ¢ mesmo quando discos foliares de cafeeiros
absorveram CAP e DTT concomitantemente, o0 comportamento de Fv/Fm foi
similar ao apresentado por discos tratados apenas com CAP (resultados nao
mostrados), a exemplo de GREER et al. (1993) trabalhando com kiwri.
Cloranfenicol inibiu completamente, por 210min no minimo, a recuperagao
de Fv/Fm de discos foliares de cafeeiros previamente fotoinibidos, com perda de
50% de eficiéncia do FSII, conforme mostram as Figs. 2F e 3F. Estes resultados

sdo consistentes com aqueles observados em ervilha com outros inibidores (ARO
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et al., 1994) e na microalga Ulva rotundata (FRANKLIN et al., 1992), mas
diferem profundamente dos dados obtidos em espinafre (LEITSCH et al., 1994),
feijdio (GREER et al., 1986), kiwi (GREER et al., 1993) e trigo (HURRY e
HUNER, 1992). Nesses, foi observadarecuperacao substancial de Fv/Fm, mas em
extensdo inferior a das plantas-controles, provavelmente em conseqiiéncia de
inativagdo, degradagdo ou mesmo transporte para fora das folhas do inibidor
utilizado (GREER et al., 1993).

O completo bloqueio da recuperagdo de Fv/Fm mediado por CAP ¢ a
ineficacia de DTT 'em inibir o inicio do restabelecimento da eficiéncia
fotoquimica do FSI apos fotoinibigdo, tal como observado sob as condigdes deste
experimento, reforcam os dados apresentados na Fig. 4, ou seja, a reversao da
fotoinibi¢do, em cafeeiros, ndo é um processo bifasico. Resultados discordantes
foram observados por HURRY ¢ HUNER (1992) em folhas de trigo tratadas com
CAP. Eles observaram um componente rapido e reversivel no restabelecimento da
fotoinibigdo, caracterizado por forte relaxamento da extingdo de Fv ¢
presumivelmente insensivel & sintese de proteinas do cloroplasto. Uma vez que a
recuperacao de Fv/Fm (apos 30min de adaptacdo a obscuridade) ocorreu a 3, 5 e
20°C, eles sugeriram que esse componente ndo estd, provavelmente, associado a
interconversio violaxantina-anteraxantina, que ocorre a taxas muito pequenas sob
baixas temperaturas. HURRY e HUNER (1992), seguindo um modelo proposto
por OHAD et al. (1990), sugeriram que a fase de rapida recuperagdo da
fotoinibicao envolve mudangas conformacionais reversiveis de DI mediadas por
luz, permitindo aos centros de reagdo do FSII sofrerem reagdes fotoquimicas
primérias, mas desestabilizando o aceptor Q™ € inibindo o transporte de elétrons
até a plastoquinona. Resta demonstrar a significincia e a extensdo desse
mecanismo, na medida em que, no cafeeiro, nenhuma fase rapida de recuperagao
pode ser observada e, complementarmente, recuperagdo como um todo foi

claramente bloqueada por CAP.
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Cloranfenicol reduziu drasticamente a evolugdo de oxigénio fotossintético
¢ inibiu sua total recuperagdo no periodo de restabelecimento da fotoinibigdo
(Figs. 2F e 3F), especialmente em Catuai, mesmo quando discos foram
submetidos a 40umol de fotons m-2 sl por 0,5h, sem, contudo, danos aparentes
sobre Fv/Fm daquele cultivar. GREER et al. (1993) e SCHNETTGER et al.
(1994) também observaram resultados semelhantes em Aiwi ¢ em espinafre,
respectivamente. Esses efeitos sdo consistentes com o forte poder oxidante desse
inibidor, atuando possivelmente como aceptor de elétrons do FSI e, portanto,
influenciando o nivel de fotoinibicdo do FSII (OKADA et al., 1991). Ditiotreitol
também inibiu fortemente a evolugdo de oxigénio fotossintético (Figs. 2D e 3D),
mas desconhecem-se as causas dessa inibicao.

Claramente, reducdo da eficiéncia fotoquimica do FSII apos fotoinibigao e
durante seu restabelecimento, ndo limitou a capacidade fotossintética maxima de
Comnilon, reduzindo-a ligeiramente em Catuai, porém com pronta recuperagdo
apos 90min do fim de sua exposi¢do a alta irradiancia (Figs. 2B ¢ 3B). Estes
resultados sdo consistentes com as observacdoes de ANDERSON et al. (1993).
Segundo eles, pouco mais de 40% de centros funcionais do FSII em folhas
fotoinibidas pode prover a mesma capacidade fotossintética maxima de 100% de
centros funcionais em plantas nio inibidas. Analisados concomitantemente, esses
dados sugerem que a fotoinibigdo ndo €, necessariamente, um fendmeno
destrutivo, mas pode representar uma estratégia de aclimatagdo do FSII,
traduzindo-se em protec¢ao contra niveis de luz potencialmente injuriosos.

Em resumo, tanto fotoinibi¢ao assim como sua reversao, nos cultivares de
cafeeiros aqui investigados, tendem a seguir uma cinética de primeira ordem,
sendo profundamente afetadas por CAP e, a primeira vista, insensiveis a DTT.
Na medida em que Conilon mostrou maiores taxas de restabelecimento da
eficiéncia fotoquimica do FSII, apos 2h de fotoinibi¢do, sugere-se que ele tenha

um ciclo de reparo do FSI mais ativo do que Catuai. Visto que a reducao da
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atividade do FSII ndo limitou a evolucao de oxigénio fotossintético, os presentes
resultados indicam que fotoinibigdo, per se, ndo deve resultar em reducdes
substanciais na produtividade de cafeeiros cultivados em campo. Isso pode
explicar o sucesso do cultivo de variedades comerciais a pleno sol, a despeito das

caractensticas de sombra observadas em Coffea.



CAPITULO 2

PARAMETROS FOTOSSINTETICOS RELACIONADOS
COM A TEMPERATURA

1- INTRODUCAO

Ha fortes evidéncias demonstrando maior sensibilidade de Coffea
canephora a frio e, ao contrario, de C. arabica a altas temperaturas (JOUVE et
al., 1993; RENA et al., 1994), de sorte que, no sudeste do Brasil, o primeiro é
cultivado em regides com temperaturas médias entre 22-27°C, enquanto C.
arabica suporta temperaturas mais baixas, com médias entre 17-23°C
(INSTITUTO BRASILEIRO DO CAFE, 1985).

Extremos de temperatura afetam largamente a fotossintese em cafeeiros
(BAUER et al., 1985; RENA et al., 1994). Em C. arabica, baixas temperaturas
induzem fortes decréscimos nas taxas fotossintéticas, principalmente em virtude
da redugdo da eficiéncia de carboxilagdo (BAUER et al., 1985), enquanto
temperaturas elevadas, acima de 24°C, promovem redugdes ndo somente na

fotossintese, mas também na condutdncia foliar, em conseqiiéncia,
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principalmente, do possivel aumento da resisténcia mesofilica (KUMAR e
TIESZEN, 1980). A despeito dessas consideragdes em C. arabica, muito poucas
informa¢des associam o desempenho da fotossintese de C. canephora a
temperatura.

Extremos de temperatura podem, ainda, acarretar danos fotoinibitorios a
maquinaria fotossintética, que podem ser incrementados quando o nivel de
iradidncia excede aquele necessario para saturar a fotossintese (BARBER e
ANDERSSON, 1992). Nesse contexto, fotoinibicdo se manifesta por reducdo da
eficiéncia fotoquimica do fotossistema I (FSI) e, freqientemente, por
decréscimos das taxas de fotossintese (KRAUSE, 1988; KRAUSE e WEIS,
1991).

Virtualmente, muito poucos trabalhos exploraram, comparativamente,
respostas fotossintéticas de C. canephora e de C. arabica a temperatura, sob
mesmas condi¢des. Pretendeu-se, entdo, avaliar o desempenho fotossintético e o
acimulo de alguns marcadores bioquimicos de sensibilidade a frio/calor naquelas

espécies, em periodos de baixas e altas temperaturas (inverno ¢ verao,

respectivamente).



2- MATERIAL E METODOS

Coffea arabica L. c¢v Catuai Vermelho (linhagem LCH 2077-2-5-44) e C.
canephora Pierre cv Conillon (clone Emcapa 13), plantados no verdo de 1994,
foram cultivados em vasos com 0,006 m3 de solo, sob cobertura plastica
(irradidncia maxima de 0,7mmol de fétons m™2 S‘l), em Vicosa, MG (altitude
650m, latitude 20,45°S).

Os parametros fisiologicos e bioquimicos foram estimados de folhas do 3°
par, a partir do apice, no inverno de 1994 e no verdo de 1995, épocas em que as
temperaturas médias diaria/noturna  foram, respectivamente, 19,4/13,9°C e
23,5/19,9°C.

A condutincia estomatica ao vapor d'agua (gs), a taxa de transpiragdo (E),
a concentragdo de CO2 da superficie foliar evaporante (Cge) e a fotossintese
liquida (4) foram medidas em sistema aberto, sob luz saturante, por volta de
09:00h, com um analisador de gases a infravermelho portatil (Analytical
Development Company, Kings Liyn, Reino Unido). Previamente, as plantas
foram submetidas airradidncia de 0,30-0,35mmol de fotons m2 s, por 1h e, em

seguida, a 0,85-0,90 mmol de fotons m=2 51 durante as medigdes dos pardmetros
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supracitados. A umidade relativa do ar foi, aproximadamente, 80%, e a
temperatura foliar variou de 22-24°C. A fotossintese liquida maxima (Amax) € a
cinética de indugdo de fluorescéncia rapida foram medidas conforme descrito no
Capitulo 1 (Material e Métodos).

Paralelamente, folhas intactas foram encobertas com papel-aluminio de
dupla face, por 96h, com o objetivo de reduzir a concentracdo do amido
armazenado, sendo que, nas ultimas 12h, essas folhas foram destacadas das
plantas e acondicionadas numa cdmara umida, com peciolos imersos em agua, e
incubadas a 4, 8, 20 e 32°C, a noite, medindo-se, entdo, a emissdao de
fluorescéncia, Amax € a concentra¢cdo de amido. Procedimento idéntico foi
aplicado a folhas ndo encapadas com papel-aluminio.

As analises bioquimicas envolveram determinacdes das concentracdes
foliares de clorofilas totais, extraidas em acetona 80% e quantificadas de acordo
com os comprimentos de onda e coeficientes de extingdo propostos por
LICHTENTHALER (1987). Adicionalmente, foram quantificados amido
(McCREADY et al., 1950, modificado por AMARAL, 1991), prolina livre
(BATES et al., 1973) e ascorbato (SCHONER e KRAUSE, 1990). A peroxidacio
de lipidios foi estimada pela producdo de malondialdeido (MDA), conforme
HENDRY et al. (1993).

A fotoinibi¢do foi estudada em discos de 1000mm2, flutuando em agua,
sob 1,6mmol de fotons m™2 57!, por 2h, a 22°C. A recuperacao dos discos foliares
fotoinibidos foi acompanhada por 3,5h, a 22°C, sob irradidncia de 40pmol de
2 -1

fétons m” , avaliando-se a emisfio de fluorescéncia e Amax (para maiores

detalhes, ver Capitulo 1, Material e Métodos).



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1mostra o desempenho fotosssintético de Codon e de Catuai,
avaliado em folhas completamente expandidas, no inverno e no verdo.
Inequivocamente, a aclimatagdo a baixas temperaturas no inverno reduziu
fortemente a capacidade fotossintética dos dois cultivares, com declinio muito
mais pronunciado em Catuai. Paralelamente, foram observados decréscimos em gg
e incrementos em Cge nesse culttvar, mas ndo em Codon, em razdo de essas
variaveis ndo mostrarem, significativamente,quaisquer variagdes sazonais.

Tomando-se os pardmetros medidos no verdo (Quadro 1) como um
controle, pode-se observar que a redugdo drastica de A, em Catuai, foi
acompanhada por incrementos de 34% em Cge e, em adi¢do, Apmax (medida sob
concentragdo de CO9 saturante e, portanto, sem efeitos de limitagdes
estomaticas), foi reduzida em 53%. Estes resultados sugerem fortemente que os
decréscimos das taxas fotossintéticas em Catuai, no inverno, devem ser
essencialmente governados por fatores nado-estomaticos. Quanto a Codon,
conclusdes nesse sentido sdo mais inequivocas, uma vez que reducdes de 43 ¢

40% em A e em Amsx, respectivamente, ndo estiveram estatisticamente
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associadas a quaisquer variagdes de gg e de Cge. Resultados ligeiramente
diferentes foram observados por BAUER et al. (1985) em C. arabica. Eles
deduziram, a partir da resposta de 4 a concentragdo intracelular de CO2, que
fechamento estomatico foi responsavel por 25% da reducao de A4, atribuindo a
fatores ndo-estomaticos a contribui¢cdo dos 75% restantes.

Aclimatagdo a baixas temperaturas resultou em decréscimos da eficiéncia
fotoquimica do FSII (avaliada por Fv/Fm, conforme KRAUSE, 1988) e da razdo
entre energia interceptada e fluxo de elétrons pos-plastoquinona (avaliada por
Fm/Fo, conforme HORTON e BOWYER, 1990); especialmente em Catual
(Quadro 2). Esses parimetros foram reduzidos, respectivamente, em 21 ¢ 45%
nesse cultivar, e em 6 ¢ 20% em Conilon, sugerindo inibigdo da atividade da
reacdo de Hill (HETHERINGTON et al., 1989) e, portanto, reducdo do transporte
linear de elétrons através do FSIIT (KRAUSE e WEIS, 1991), provavelmente como
uma conseqiiéncia, € nao uma causa, do declinio das taxas fotossintéticas,
conforme se evidenciara mais a frente. Em adicdo, exting&o de Fm, sem variacdes
substanciais de Fo, indica que parte de unidades do FSII se toma
fotoquimicamente inativa e convertida a extintores, dissipando energia de
excitacdo em calor, suportando a hipotese de que, no estado fotoinibido, duas
populagdes de centros de reacdo do FSII estdo presentes, centros ativos e centros
completamenteinativos (van WIJK ¢ KRAUSE, 1991).

Em virtude da maior sensibilidade da fotossintese de Catual a baixas
temperaturas, em relagdo a Conilon, foram investigados alguns pardmetros
bioquimicos que poderiam influenciar a susceptibilidade diferencial do aparelho
fotossintético desses cultivares no inverno. Nesse contexto, acimulo de poder
redutor, decorrente da capacidade fotossintética reduzida, pode ser utilizado
parcialmente para reduzir oxigénio molecular, levando a formagao de compostos

altamente reativos (BADIANI et al., 1993), os quais podem fotooxidar pigmentos
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QUADRO 1- Conduténcia Estomatica ao Vapor d'Agua (g¢), Concentragio de
CO» da Superficie Foliar Evaporante (Cge), Assimilagdo Liquida
de CO» (A4) e Evolugao de Oy Fotossintético, Medida sob Luz e
CO02 Saturante (4m4x), de Dois Cultivares de Cafeeiros, Medidas
no Inverno de 1994 ¢ no Verao de 1995, em Vigcosa (MQ). Valores
Sao Médias de Seis Repetigdes. Numeros entre Parénteses Indicam
Erro Padrao da Média

INVERNO VERAO
CATUAI CONILON CATUAI CONILON
gs, mol m> s 0,01 (0,00) 0,05 (0.01) 0,04 (0,01) 0,07 (0.02)
C, umol CO,m™2s"  354(16) 261 (10) 264 (15) 244 (15)
A, umol CO; mZst 0,02 (0.25) 2,8(0,8) 2,8 (0,6) 49 (0,6)
Amae, pmol O, m"" s 11.0(1.9) 17,6 (2.2) 23,6 (3,8) 29,5 (4.9)

QUADRO 2- Fluorescéncias Inicial (Fo) e¢ Maxima (Fm) e Razdes de
Fuorescéncia Varidvel/Maxima (Fv/Fm) e Mixima/Minima
(Fm/Fo) ), de Dois Cultivares de Cafeeiros, Medidas no Inverno
de 1994 ¢ no Verao de 1995, em Vigosa (MG). Valores Sao
Médias de Seis Repeticdes. Nuimeros entre Parénteses Indicam

Erro Padrao da Média.
INVERNO VERAO
CATUAI CONILON CATUAI CONILON
Fo 776 (23) 686 (26) 707 (13) 640 (41)
Fm 2255 (264) 3086 (209) 3715 (176) 3634 (81)
Fv/Fm 0.65 (0,05) 0,79 (0,01) 0.82 (0.00) 0,83 (0.01)

Fm/Fo 290 (0.14) 4,53 (0,06) 525 (0.09) 5.69 (0.08)
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QUADRO 3- Concentracoes Foliares de Prolina, Ascorbato, Malondialdeido
(MDA), Amido e Clorofilas (at+b), de Dois Cultivares de
Cafeeiros, Medidas no Inverno de 1994 ¢ no Verdao de 1995, em
Vigosa (MG). Valores Sao Médias de Seis Repeti¢des. Numeros
entre Parénteses Indicam Erro Padrao da Média.

INVERNO VERAO
CATUAI CONILON CATUAI CONILON
Prolina, pmol g(MS)~! 5,65 (0,9) 8,24 (1,3) 2.15 (0.28) 2,27 (0.21)
Ascorbato, pmol gMS)"!  14.11 (2.78) 26,94 (5,10) 9,43 (2,23) 8.65 (1,04)
MDA, nmol g(MS)"! 95,9 (12,6) 36,9 (4,9) 31,341 28,4 (4,2)
Amido, mg g (MS)! 97,6 (10,4) 57.4(7,0) 24,7 (2,2) 26,2 (3,1)
Clorofilas gm'z 0.55 (0.08) 0.57 (0.05) 0,53 (0.05) 0.53 (0.06)

¢ lipidios de membranas (ANDERSSON et al., 1992; JAHNKE et al., 1991). No
entanto, como mostra o Quadro 3, a concentragao de clorofilas foi semelhante nas
duas épocas de andlise, tanto em Catual como em Conilon e, portanto, nao
explicaria as diferengas observadas nas taxas fotossintéticas € na emissdo de
fluorescéncia desses cultivares. Por outro lado, em Catuai, foram observados altos
niveis de MDA no inverno, refletindo peroxidagdo de acidos graxos
poliinsaturados, alterando, pois, a estrutura de membranas celulares via aumentos
de sua rigidez e, portanto, incrementando sua susceptibilidade a baixas
temperaturas (HEATH e PACKER, 1968). Em Conilon, porém, ndo foram
verificados incrementos na peroxida¢do de lipideos no inverno, em relacdo ao
verdo, talvez pelo fato de esse cultivar possuir um sistema anti-oxidante mais
eficiente do que Catuai. Nesse respeito, incrementos observados de concentracao
de ascorbato, em Conilon, podem ter exercido papel de destaque, na medida em
que ele toma parte em varios mecanismos enzimaticos e ndo-enzimaticos de

varredura de radicais livres, removendo peroxidos, extinguindo oxigénio singleto



e protegendo grupos tiol da oxidagdo (FOYER et al., 1990; SCHONER e
KRAUSE, 1990). Em Catuai, ndo houve altera¢des de concentragdo desse soluto,
medidas no inverno e no verdo. SCHONER e KRAUSE (1990) postularam,
embora ndo conclusivamente, que desenvolvimento de tolerancia a baixas
temperaturas estd diretamente associado a incrementos da concentragao total de
ascorbato do tecido foliar. Em adicdo, oxidacao e perda do estoque de ascorbato,
de acordo com WISE e NAYLOR (1987), podem ser consideradas como
indicador fisiologico de severo estresse, resultante de um precario sistema de
defesa contra danos oxidativos.

Quanto a prolina, foram observados incrementos de sua concentragdo da
ordem de 161 ¢ 236% em Catuai e em Conilon, respectivamente, como resposta a
aclimatagdo ao frio (Quadro 3). 4/guns fendmenos sdo normalmente associados a
esse acumulo, como estabilizacdo de proteinas, manutengdo da atividade
enzimatica (ITAI e PALEG, 1982) e estabilizagdo de membranas (HEBER et al.,
1973). Portanto, acumulos de prolina e de ascorbato podem ter uma fungdo
central na menor sensibilidade de Conilon a baixas temperaturas, com reflexos
diretos em melhor desempenho de sua fotossintese no inverno. Nao obstante, 0s
resultados acima sao claramente opostos aqueles apresentados por JOUVE et al.
(1993). Eles observaram incrementos sustentados dos niveis de prolina em C.
arabica, mas ndo em C. canephora, em microestacas incubadas a 12°C e,
adicionalmente, verificaram aumento de concentragao de MDA, nao ocorrendo o
mesmo em C. arabica. Essas discrepancias devem ser analisadas com cautela, em
razdo de virtuais variabilidades genéticas e de claras diferencas experimentais
entre os dois estudos.

O Quadro 3 mostra, ainda, que a concentragao de amido em Catuai foi
70% superior a de Conilon, no inverno, Quando foram relacionadas concentragdo

de amido e A4y, foi obtido alto coeficiente de determinagdo (R2=-0,88) em
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FIGURA §- Relagdo entre Evolucdo de Oxigénio Fotossintético (Amax) €
Concentra¢ao de Amido Foliar, Determinada no Inverno de 1994,
em Cafeeiro Catuai. A, Folhas Intactas Nao Encobertas com Papel
Aluminio; B, Folhas Encobertas com Papel Aluminio de Dupla
Face, por 96h e Incubadas nas Ultimas 12h a 4(®), 8(0) e 20°C(A).

Catual (Fig. 5A), mas ndo em Conilon, provavelmente em virtude de seu menor
teor de amido foliar. AMARAL (1991) ja observara em Catuai, no campo, em
Vigosa (MG), que, no outono, as taxas de crescimento comegam a declinar, sendo
acompanhadas, a posteriori, por reducao das taxas fotossintéticas e incrementos
de niveis de amido, ocorrendo o oposto no inicio da primavera. Com o intuito de
investigar a dependéncia da capacidade fotossintética com relagdo ao amido
acumulado e a temperatura, folhas de Conilon e de Catuai foram encobertas com
papel-aluminio de dupla face, por 96h, com incubagdo, nas ultimas 12h, a 4, 8, 20
e 32°C, medindo-se, entdo, concentragdo de amido, Amix € emissdo de
fluorescéncia, adotando-se igual procedimento em folhas ndo encapadas com
papel-aluminio.

O Quadro 4 mostra efeitos de 12h de incubacdo de folhas destacadas de

Catuaf e de Conilon, a quatro diferentes temperaturas, no inverno € no verao,
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sobre a cinética de emissao de fluorescéncia e de Ap4x. No inverno, a 4°C, esses
pardmetros foram semelhantes aqueles de folhas nas plantas, medidos apds uma
noite de baixas temperaturas (temperatura minima de 3,9°C, Quadros 1 ¢ 2), ou
seja, decréscimos de Fv/Fm (em razao de extingdo de Fm) e de Am4x, com quedas
significativamente maiores em Catuai. Por outro lado, em folhas incubadas a 8, 20
e 32°C, foi observada recuperagdo de Fm sem varia¢ao de Fo e, em conseqiiéncia,
restabelecimento de Fv/Fm nos dois cultivares. Esses dados sugerem que a
eficiéncia fotoquimica do FSII é grandemente afetada por baixas temperaturas,
uma vez que, sob temperaturas favoraveis, ha pronta recupera¢do de Fm e de
Fv/Fm, ainda que fossem observados drasticos declinios de Amax, especialmente
em Catuai. Provavelmente, baixas temperaturas positivas inibem a remogao,
difusdo e reparo de complexos-protéicos de centros de rea¢ao do FSII, entre
lamelas do estroma e tilacoides dos grana (ARO et al., 1990; CALRBERG et al.,
1992; OHAD et al., 1994). Por outro lado, nos dois cultivares, no verdo, Fm ¢
Fv/Fm foram virtualmente constantes, ndo respondendo as temperaturas de
incubacao, mesmo a 4°C, talvez pelo fato de o tempo de exposi¢do ter sido
insuficiente para induzir alteragdes detectaveis nos sinais de fluorescéncia. Com
relacdo a Ay 4x, seus baixos valores em Catual, no inverno, ndo acompanharam o
restabelecimento de Fv/Fm sob temperaturas mais elevadas, enquanto em
Conilon, Am4x foi decrescida somente quando folhas foram expostas a 32°C. Em
ambos os cultivares ndo foram observados, no verdo, efeitos da temperatura de
incubagdo sobre Am4x

Folhas encobertas com papel-aluminio exibiram, no inverno, concentragao
de amido reduzida em, aproximadamente, 50%. Sob condigdes idénticas as do
Quadro 4, pode-se observar, no Quadro 5, que essas folhas mostraram valores de
Fv/Fm em tomo de 0,80, independentes das temperaturas de incubagdo e

cultivares. Nessa situagdo, quando Fv/Fm foi desmembrada em seus componentes
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QUADRO 4- Fluorescéncias Inicial (Fo) e Maxima (Fm), Razdo de Fuorescéncia

Variavel/Maxima (Fv/Fm) e Evolucao de O7 Fotossintético, Medida
sob Luz e COy Saturantes (Amax, Mmol m=2 s-1), de Folhas
Destacadas de Dois Cultivares de Cafeeiros, Incubadas por 12h, a
Noite, a 4, 8, 20 ¢ 32°C, Medidas no Inverno de 1994 e no Verao de
1995, em Vigcosa (MG). Valores Sdo Médias de Seis Repetigdes.
Numeros entre Parénteses Indicam Erro Padrao da Média.

INVERNO VERAO
CATUAl  CONILON CATUA{  CONILON
Fo 801 (32) 650 (58) 748 (43) 657 (36)
4°C Fm 2310 (127)  3112(210) 3627 (308) 3323 (139)
Fv/Fm 065 (0,04)  0.79 (0.01) 0,79 (0,01) 0,80 (0.01)
Amax 9,6 (,1) 18,0 (2,3) 18,1 (2,2) 24,9 (1,1)
Fo 774 (17) 675 (26) 720 (50) 628 (42)
8°C Fm 3253 (210)  3322(237) 3495 (81) 3476 (146)
Fv/Fm 0,76 (0,02) 0,80 (0,01) 0,79 (0.01) 0,81 (0.01)
Amax 10,8 (1,3) 20,7 (3,7 20,5 (2,4) 26,5 (3,1)
Fo 831(85) 632 (45) 703 (32) 645 (12)
20°C Fm 3609 (242) 3257 (204) 3687 (165) 3623 (291)
Fv/Fm 0,77 (0.03)  0.81 (0.02) 0,81(0,01) 0,82 (0.01)
Amix 12,5 (3,6) 20,4 (3,4) 21,0(1,3) 25,5(2,3)
Fo 754 (10) 625 (39) 737 (45) 675 (55)
32°C Fm 3592 (256)  3554(214) 3622 (123) 3243 (135)
Fv/Fm 0,79 (0.01) 0,81 (0.00) 0,80 (0.01) 0,80 (0.01)

Améx 13428  129(1,2) 238(3,2) 2410
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QUADRO 5- Fluorescéncias Inicial (Fo) e Maxima (Fm), Razdo de Fuorescéncia

Variavel/Maxima (Fv/Fm) e Evolugdo de O» Fotossintético, Medida
sob Luz e C02 Saturantes (Am4x, Hmol m-2 S'l), de Folhas de Dois
Cultivares de Cafeeiros Encobertas com Papel Aluminio de Dupla
Face, por 96h, Sendo que, nas Ultimas 12h, as Folhas Foram
Destacadas e Incubadas por 12h, aNoite, a 4, 8, 20 ¢ 32°C, Medidas
no Inverno de 1994 e no Verdo de 1995, em Vigcosa (MG). Valores
S3o Médias de Seis Repeticdes. Numeros entre Parénteses Indicam
Erro Padrao da Média.

INVERNO VERAQ
CATUAI  CONILON CATUAI  CONILON
Fo 511(18) 428 (18) 746 (38) 690 (4)
4°C Fm 2384 (138) 2310 (89) 3393(237) 3240 (308)
Fv/Fm 079 (0,01) 081 (0.01) 0,78 (0,02)  0.79 (0,01)
Améx 20,2 21) 254 (0.5 195(1,9) 234 (3,0)
Fo 501 (54) 402 (8) 727 (69) 628 (29)
8°C Fm 2442(181) 2368 (200) 3478 (112) 3316 (121)
Fv/Fm 0.80 (0.02) 0,83 (0,02) 0,79 (0,00) 0,81 (0,02)
Amax 21927 242(3.0) 196(32)  246(22)
Fo 489 (31) 386 914) 720 (39) 655 (31)
20°C Fm 2319(123) 2387 (91) 3606 (65) 3382 (131)
Fv/Fm, 0,79 (0,01)  0.83 (0,02) 0,80 (0.01) 081 (0,01)
Amax 24035 269 (0,6) 203(3,9) 21837
Fo 484 (28) 413 (9) 736 (45) 643 (35)
32°C Fm 2258 (116) 2195 (45) 3622 (122) 3268 (252)
Fv/Fm 0.79 (0,01)  0.81 (0.00) 0.80 (0.00)  0.80 (0,01)

Amax 0.4 (1,4) 12,9 (1.2) 222(1,60 211 (3.9)
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primarios, foi observada forte extingdo de Fo e de Fm, mas ndo no verdo, quando
foram inteiramente similares as folhas-controles ndo encapadas com papel-
aluminio. Uma vez que as reducdes de Fo e de Fm, no inverno, ndo foram
acompanhadas por perda de clorofilas (ndo mostrado), é possivel que tenha
ocorrido transferéncia de energia de excitagdo entre unidades funcionais do FSII e
unidades fotoinibidas que formam a populagdao de FSIIa (GREER et al., 1991;
KRAUSE, 1994; KRAUSE et al, 1990). Paralelamente, a redugdo de
concentragdo de amido pode ter permitido o restabelecimento da evolucdo de
oxigénio fotossintético, com incrementos de cercade 100% de 4,4 em Catuai e,
como em Conilon, a taxas semelhantes as obtidas no verdo. Todavia, nos dois
cultivares, Amax caiu a metade quando folhas foram incubadas a 32°C, no
inverno, provavelmente como conseqii€éncia de decréscimos no estado de ativacao
de algumas enzimas do ciclo de Calvin (KOBZA ¢ EDWARDS, 1987), ao invés
de efeitos sobre a fase fotoquimica da fotossintese, que se manifestariam por
alteracdo de Fv/Fm. Por outro lado, insensibilidade de A4y, no verdo, a
exposicdo de folhas a 32°C, mostra aclimatagdo do aparelho fotossintético de
cafeeiros a temperaturas relativamente elevadas, talvez como parte de incrementos
na estabilidade térmica de varios componentes do cloroplasto (BERRY e
BJORKMAN, 1980).

Analisados conjuntamente, os resultados dos Quadros 4 e 5 indicam efeitos
sinérgicos entre baixas temperaturas e reducdo na assimilagdo do carbono, no
controle da eficiéncia fotoquimica do FSII, cuja diminui¢ao, no inverno, parece
uma conseqiiéncia, € ndo uma causa, da inibi¢do da evolucdo do oxigénio
fotossintético. Em adi¢do, na medida em que a reducdo substancial da
concentracdo de amido se refletiu em franca recuperacdo de Amax,
principalmente em Catuai (R2 = -0,97, Fig 5B), sugere-se que a inibi¢do da
fotossintese por baixas temperaturas seja altamente controlada pela parti¢ao de
produtos fotossintéticos em nivel de cloroplastos. Nesse contexto, acumulo de

carboidratos pode ser, portanto, a causa primdaria da forte reducao da assimilagdo
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de carbono em Catuai, com reflexos menores em Conilon, em razdo de se ter
observado, nesse cultivar, menores teores de amido no inverno. HUANG et al.
(1989) também chegaram a conclusdes semelhantes, observando alta correlagao
entre inibicdo da fotossintese ¢ diferencas induzidas por frio no conteudo de
carboidratos foliar, em varios cultivares de arroz.

As diferengas exibidas por Conilon e Catuai, no que diz respeito a
aclimatagdo a frio, foram refletidas na sensibilidade a fotoinibicao (Fig. 6). Apos
exposicdo de discos foliares a 1,6mmol de fétons m=2 s-1, por 2h, a 23 "C, foi
observada, em Catuai, reducao de 48% de Fv/Fm, como conseqiiéncia do forte
declinio de Fm (65%) e, em menor propor¢ido, de Fo (22%), indicando extingéo
nao-fotoquimica nas antenas e, paralelamente, em centros de reacao inativos do
FSII (HAVAUX, 1994; HURRY e HUNER, 1992; KRAUSE ¢ WEIS, 1991).
Provavelmente, reducdo de taxas fotossintéticas em resposta a baixas
temperaturas acarreta incrementos do estoque de quinonas reduzidas (GODDE e
HEFER, 1994; KRAUSE, 1994; OQUIST et al., 1993), as quais, ndo sendo
convenientemente reoxidadas, induzem decréscimos na razdo plastoguino-
na/plastoquinol que, por sua vez, reduz, in vive, degradacdo de DI e o
subseqiiente restabelecimento da atividade do FSII (OHAD et al., 1994). Como
Conseqiiéncia, grande propor¢ao de centros inativos se forma, dissipando energia
de excitagdo como calor e, portanto, reduzindo danos potenciais provenientes do
excesso de luz. A restri¢ao da atividade do ciclo de reparo do FSII refletiu-se,
portanto, em invariabilidade de Fo e em ligeiros incrementos de Fm na fase de
restabelecimento da fotoinibicdo, culminando, em ultima instincia, em lenta
recuperagdo de Fv/Fm, com constante de taxa de 0,023 h-l. Em Conilon, a
fotoinibigdo foi manifestada por decréscimos de 45% de Fv/Fm, resultantes de
declinio de 63% de Fm, sem quaisquer variagdes de Fo. Estabilidade de Fo, nesse
caso, sugere disturbios seletivos nos centros de rea¢do do FSII, posto que efeitos

sobre as antenas modificariam, simultaneamente, a amplitude de Fm e de Fo
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FIGURA 6- Recuperagdo da Fotoinibigdo, Avaliada por Variagdes de
Fluorescéncias Inicial (Fo) e Maxima (Fm), Razdo de
Fluorescéncia Variavel/Maxima (Fv/Fm) e Evolugdo de Oxigénio
Fotossintético (Amax), Medidas em Folhas de Cafeeiros Catuai
(A) e Conilon (0) Desenvolvidas no Inverno e no Verdo.
Fotoinibi¢do Foi Conduzidaa 1,6mmol de Fétons m™2 571, a 22°C.
Subseqiiente Restabelecimento Ocorreu sob 40umol de Fotons
m-2 s-1, a 22°C. Cada Simbolo E Média de Cincos Repeticdes, e
Barras Indicam Erro Padrao; Quando Nao Mostrado, Erro Padrao
Foi Menor que Tamanho dos Simbolos. Simbolos Cheios, a
Esquerda de Cada Figura Indicam Valores dos Pardmetros
Anteriores a Fotoinibigdo.
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(HAVAUX, 1994; HURRY e HUNER, 1992). Em outras palavras, forte
decréscimo de Fm sem alteracdo de Fo deve ser atribuida a incrementos na
dissipagdo de energia térmica por centros de reagdo inativos do FSII
(SOMERSALO ¢ KRAUSE, 1990; van WIJK e KRAUSE, 1991). Na reversdo da
fotoinibi¢do, Fv/Fm foi rapidamente restabelecida, em Conilon, a taxa de
0,096h-1, exclusivamente as expensas de ganhos de Fm, indicando um ciclo de
reparo do FSII eficiente, além de invariabilidade das constantes de taxas de
desexcitagdo das antenas.

Quando folhas que se desenvolveram a partir do fim da primavera foram
fotonibidas no verdo, o comportamento de Fo e de Fm foi similar em Conilon e
em Catuai, sendo observados, respectivamente, incrementos de Fo da ordem de
19% e 27%, enquanto Fm foi reduzida em cerca de 61% nos dois cultivares, apos
2h de fotoinibigdo. Varia¢des de Fo e de Fm contribuiram, pois, para reduzir a
eficiéncia fotoquimica do FSTI em 44% em Conilon, e em 55% em Catuai. Maior
reducdo de Fv/Fm nesse cultivar foi decorréncia de maiores incrementos de Fo,
indicando danos em maior extensao nos centros de reagao do FSII, provavelmente
porque a taxa de substituicdo de D1 fotodegradada em Catuai foi menor do que
em Conilon. Por outro lado, comportamento diferencial de Fo no inverno e no
verao indica, no primeiro caso, que a degradacdo de D1 inativa é restringida em
resposta a aclimata¢do a temperaturas relativamente baixas (ANDERSONet al.,
1994; TELFER ¢ BARBER, 1994), ocorrendo o oposto no verdo. Na fase de
recuperagdo da fotoinibigdo, o restabelecimento da atividade do FSII foi
conseqiiéncia de incrementos sustentados de Fm, enquanto Fo somente foi
reduzida a valores estatisticamente similares aos controles apos 3,5h do fim do
tratamento fotoinibitorio, tanto em Conilon quanto em Catuai. Novamente,
Conilon pareceu apresentar maior giro de D1, na medida em que sua constante de

taxa de restabelecimento de Fv/Fm foi 34% superior a apresentada por Catuai.
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A Figura 6 mostra, em Catual, o restabelecimento diferencial da
fotoinibi¢do no inverno e no verdo, com constantes de taxas de recuperagao de
Fv/Fm trés vezes maior no verdo (0,067 h-1 contra 0,023 h-1 no inverno). Em
Conilon, ndo houve diferencas desse pardmetro em resposta a aclimatagdo a
diferentes temperaturas. Por outro lado, quando folhas desses cultivares foram
incubadas por 16h a 4°C, foram observadas, subseqiientemente, diferengas na
extensdo da fotoinibi¢do de discos foliares submetidos a 1,6mmol de fotons
m-2 g1, por 2h, a 23°C ou a 1°C, tanto no verao como no inverno (resultados ndo
mostrados). Considerando-se o envolvimento de etapas enzimaticas na
fotoinibicdo ¢ no seu restabelecimento (HANELT e NULTSCH, 1995), os
resultados acima sugerem que a alteragdo na atividade de enzimas pode ser
desenvolvida em fun¢do da temperatura na qual as folhas crescem e se
desenvolvem, mas também € conseqiiéncia de breve exposi¢ao de folhas a baixas
temperaturas. Resultados semelhantes foram verificados em espinafre (BOESE e
HUNER, 1992), mas diferem das observagdes feitas em trigo (HURRY e
HUNER, 1991), em que a sensibilidade a fotoinibi¢do seria governada apenas
pelo regime de temperatura durante o desenvolvimeno da folhagem. Em qualquer
caso, decréscimos da atividade do FSII podem ser tomados como uma estratégia
de protegdo contra altas irradidncias, na medida em que ndo foram observados
efeitos consistentes da redugdo de Fv/Fm sobre A4 (Fig. 6), conforme discutido
no Capitulo 1.

Os resultados aqui apresentados contradizem, a primeira vista, 0 conceito
estabelecido acerca da menor sensibilidade de Catuai ao frio, em relagdo a
Conilon, na medida em que este mostrou, in vivo, melhor desempenho ¢ maior
plasticidade de seu aparelho fotossintético, com respeito a aclimatagdo as
temperaturas do inverno ¢ do verdo. No entanto, observacdes de campo indicam

que Conilon, quando cultivado em regides com temperaturas mais amenas, mostra
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crescimento vegetativo vigoroso, mas com maturagdo tardia de frutos e,
freqiientemente, producao menor do que os tipos Ardbicos, sugerindo diferengas
potenciais na particdo de fotoassimilados entre fontes e drenos. Nesse contexto,
controles internos diferenciais, mediados por hormdnios, podem ser mais

importantes do que o desempenho fotossintéticoper se, como resposta adaptativa

a temperatura.



CAPITULO 3

EFEITOS DO DEFICE HfDRICO’SOBRE o
DESEMPENHO FOTOSSINTETICO

1- INTRODUCAO

A associagdo entre défice hidrico e fechamento estomatico restringe
fortemente a assimilacdo de carbono. Nesse contexto, o controle estomatico tem
sido apontado como a fiagdo principal da limitacdo total da fotossintese
(CHAVES, 1991; PEREIRA e CHAVES, 1993). Todavia, ajustes internos nao-
estomaticos, em diferentes niveis, t€m sido observados, incluindo reducdo da
atividade de algumas enzimas do ciclo de Calvin (DUA et al., 1994; KICHEVA et
al., 1994), inibicao do transporte de elétrons fotossintético (GENTY et al., 1987,
MASOJIDEK et al., 1991) e alteracdes do estoque de carboidratos nas células
(QUICK et al., 1992;ZRENNER e STITT, 1991).

Evidéncias de limitacdes ndo-estomaticas da fotossintese induzidas por
défice hidrico normalmente provém de analises da relagdo entre assimilagdo
liquida de CO, (A) e concentragdo interna de CO, (C1). Alta Ci, na medida que A

decresce, com redugao da disponibilidade de &pua, ou quando, nessa condigao, A
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nao € restabelecida sob concentragdao externa elevada de CO, t€m sido tomadas
como evidéncias diretas de limitagdes ndo-estomaticas da fotossintese (WISE et
al., 1992). No entanto, concentracdes de até 150 mmol de CO, mol", sob
condigdes de seca, podem ser necessarias para superar a barreira difusiva ao CO,
imposta pelos estdmatos e, portanto, algumas medidas da capacidade
fotossintéticarelatadas na literatura podem ter sido obtidas sob concentracdo ndo-
saturante de CO,, traduzindo-se em sobrestimativas de inibi¢des ndo-estomaticas
da fotossintese, sob disponibilidade hidrica limitada (CHAVES, 1991). De modo
semelhante, valores de Ci, derivados de analises de trocas de gases, podem ser
sobrestimados, devidos a subestimativa da condutancia foliar, em conseqiiéncia de
fechamento nao-uniforme dos estdmatos, em plantas desidratadas (CHAVES,
1991; DOWNTOWN et al.;1988; MANSFIELD et al., 1990; TERASHIMA et al.,
1988), especialmente em folhas heterobaricas, em que a difusfo lateral de gases é
substancialmente reduzida (CHAVES, 1991; PARKHURST, 1994).

Reducdo da capacidade fotossintética induzida por seca nao €
acompanhada, geralmente, por alteracoes de eficiéncia fotoquimica do
fotossistema II (FSI) (GENTY et al., 1987, HAVAUX, 1992; JEFFERIES,
1994). ﬁ\Iﬁo obstante, quando défice hidrico é combinado com temperaturas
elevadas e altas irradidncias, como freqlientemente ocorre sob condi¢des naturais,
as plantas tomam-se mais sensiveis a fotoinibi¢do, posto que, com estomatos
fechados, a capacidade para dissipar a energia solar absorvida como calor latente
é reduzida (PEREIRA e CHAVES, 1993), podendo resultar, conseqiientemente,
em fotodanos e em perda liquida da proteina DI dos centros de reagdo do FSII
(BAKER, 1994),

Fotoinibi¢do da fotossintese induzida por défice hidrico é complexa, ndo
existindo, no presente, uma compreensdo clara acoplando essas varidveis. A

resposta ndo € geral entre espécies, de modo que, em varias delas, a fotoinibigao €
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incrementada quando o suprimento de dgua é limitante (ARAUS ¢ HOGAN,
1994; BEN et al., 1987; LUDLOW e BJORKMAN, 1984; MASOJIDEK et al.,
1991; SHARPE e BOYER, 1986), enquanto noutras, nenhum efeito aditivo é
observado (DI MARCO et al., 1988; GENTY et al., 1987; JEFFERIES, 1994).
Com efeito, HAVAUX (1992) propdés que deficiéncia hidrica até poderia
aumentar a resisténcia a fotoinibi¢do, mesmo sob altas temperaturas.

Em cafeeiros, o fechamento estomatico tem sido freqiientemente
considerado como o indicador primario do défice hidrico, nao sendo
acompanhado, efetivamente, por decréscimos nas taxas de transpiragdo (NUNES,
1976; NUNES e DUARTE, 1969). Nesse contexto, KUMAR e TIESZEN (1980)
atribuiram a limitacdes estomaticas a redu¢do das taxas fotossintéticas
observadas, sob condi¢des de seca, concordando com os resultados de MEINZER
et al. (1990), que verificaram estreita associa¢do entre A e conduténcia estomatica
(gg), em varios genotipos de cafeeiros sob diferentes contetidos de agua do solo.
Nio obstante, outros fatores, como reducdo da condutdncia mesofilica e eficiéncia
de carboxilagdo, podem estar mais diretamente associados no controle de 4, sob
disponibilidade hidrica reduzida (ALMEIDA, 1993; RENA et al., 1994). Todavia,
essas relacoes se mostram fragmentérias e incompletas, podendo ser meramente
circunstanciais, pelo menos em parte em virtude de artefatos metodolégicos ou
imprecisdes nos protocolos utilizados.

Neste trabalho, foram avaliadas rela¢des entre status hidrico foliar e varios
pardmetros fotossintéticos,em um cultivar de C. arabica e outro de C. canephora,
com diferengas potenciais de sensibilidade a seca (DA MATTA et al., 1993,
MAESTRI et al., 1995). Contribui¢des relativas de limitacdes estomaticas e néo-
estomaticas da fotossintese foram abordadas qualitativamente. Paralelamente, foi
investigada a sobreposicdo de défice hidrico com diferentes temperaturas e

irradidncia, com rela¢do a extensdo da fotoinibi¢do e de seu restabelecimento.



2 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos com mudas de cafeeiros com 14 meses
de idade, cultivadas em vasos de 0,006 m3, sob irradidncia maxima de 0,7mmol
de fétons m2 s‘l, utilizando-se 0s cultivares Catuai Vermelho e Conilon.

Deficiéncia hidrica foi induzida por suspensdo da irrigagdo, cobrindo-se
previamente os vasos com plastico transparente, a fim de reduzir a velocidade de
perda de agua do solo por evaporacdo, permitindo, conseqiientemente, um
estabelecimento gradual do défice hidrico. As caractensticas fotossintéticas,
sempre estimadas de folhas do terceiro par a partir do apice, foram, entdo,
avaliadas sob défice hidrico de média e severa intensidade (potencial hidrico de
antemanha, Yam = -1,5£0,17 e -2,740,34MPa, respectivamente), sendo
necessarios, para tanto, 4 e 6d, e 6 ¢ 9d sem irrigagdo, respectivamente para
Conilon e Catuai. As plantas-controles foram continuamente irrigadas (Yam =
-0,23 = 0,06 MPa).

Conduténcia estomatica ao vapor d'agua (gs), taxa de franspiragdo (E),

concentragdo de C02 da superficie foliar evaporante (Cse) e assimilagdo liquida
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de CO2 (A) foram medidas com um analisador de gases a infravermelho,
enquanto a cinética de fluorescéncia rapida foi avaliada com o analisador de
eficiéncia de plantas, sob condigdes idénticas as mencionadas no Capitulo 2.

Com o objetivo de se determinar uma concentragao de C02 adequada para
superar completamente a limitagdo difusiva imposta pelos estdmatos, em plantas
desidratadas, foram testados quatro niveis de CO2: 32 mmol mol-1, gerado por
0,2mL. de tampdo carbonato/bicarbonato 1kmol m-3 (quantificado por
cromatografia gasosa), e 50, 100 ¢ 150 mmol mol~!, estes derivados de misturas
de gases contendo, ainda, 210mmol de O2 mol~! e N2 para balango (White
Martins, SP, Brasil). Maxima evolugdo de O2 fotossintético (Amsx) foi obtida
com 100mmol de CO, mol~!, embora sem diferenca significativa (P < 0,10)
quando medida com 50mmol de CO02 mol'l. A evolugdo de oxigénio
fotossintético foi reduzida em cerca de 30%, quando determinada sob
concentra¢do de CO2 de 32 e 150mmol mol‘], no primeiro caso em razao da nao
saturacdo da maquinaria fotossintética e, no segundo, provavelmente por
acidificac@io de células foliares (CHAVES, 1991; OGREN e EVANS, 1993).

A cvolugdo de O fotossintético foi, portanto, medida a concentragdo de
100mmol de CO7 mol'l, com demais condi¢des idénticas as mencionadas no
Capitulo 1. Nesse contexto, o rendimento quéntico da fotossintese (®), foi
avaliado variando-se a densidade de fluxo de fotons de 14-1070pumol m=2 sl a0
nivel de disco foliar, por diferentes combinagdes de filtros de densidade neutra.
Usualmente, sete pontos foram selecionados para estabelecer a declividade inicial
da curva de resposta de Amax x irradidncia. O procedimento exato e as equagdes
utilizadas para determinacdo de @ foram aqueles citados por DELEU e
WALKER (1981).

2

A fotoinibi¢ao foi estudada em discos foliares de 1000mm<~, provenientes

de plantas irrigadas e sob deficiéncia hidrica, flutuando em agua, sob 1,5mmol

2 &1

de fotons m™ s™', a 22 ou a 35°C. A recuperagao dos discos fotoinibidos foi
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-2 s'l, a 20 ou a 35°C,

acompanhada durante 3,5h, sob 50umol de fétons m
medindo-se a emissdo de fluorescéncia e Amax. Ndo houve diferencas na
extensdo da fotoinibi¢do e no seu restabelecimento, entre discos flutuando em
agua ou em solugdo de polietileno glicol 6000 (42% m/v, potencial  osmoético
=-2,5MPa).

As concentragdes de clorofilas a e b, extraidas em acetona 80%, foram
quantificadas conforme os comprimentos de onda e coeficientes de extingdo
citados por LICHTENTHALER (1987). Amido e agucares totais foram
determinados segundo McCREADY et al. (1950), modificado por AMARAL
(1991).

A densidade estomatica (DE) foi medida em impressdes da epiderme

abaxial, em microscopio, selecionando-se casualmente oito campos na por¢ao

mediana da folha, sendo utilizadas cinco folhas para cada cultivar.



3- RESULTADOS E DISCUSSAO

O desempenho fotossintético de Conilon foi claramente superior ao de
Catuai, quer em plantas irrigadas, quer em plantas sob défice hidrico, conforme
mostra 0 Quadro 6. Conilon apresentou maior densidade estomatica (DE), com
provaveis reflexos sobre gg ¢ A, cerca de 100% superiores em relagdo a Catuai,
sob hidratagdo adequada. Apesar de ndo diferirem quanto a Apax, @ foi 21%
maior em Conilon, evidenciando maior potencial produtivo de cultivares de
canephora, conforme normalmente observado em campo.

Sob deficiéncia hidrica moderada (Yam = -1,5MPa), g4 foi reduzida em
45% em Conilon e em 75% em Catuai, sendo acompanhada, nessa ordem, por
decréscimos de 51 ¢ 70% em A. Em Conilon, @ foi reduzido em 24%,
paralelamente a uma reducdo ndo significativa de 15% em Ap4x. Tomados
juntamente, esses dados sugerem que, nesse cultivar, a capacidade de regeneracao
da ribulose 1,5-bisfosfato, determinada primariamente pela taxa de transporte de
elétrons e por processos de fosforilagdo associados (DI MARCO et al., 1988), é

pouco afetadanas fases iniciais da seca. Portanto, a redugao observada emA deve
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QUADRO 6- Densidade Estomatica (DE), Taxa de Transpiragio (E), Codutancia Estomética ao Vapor d'Agua (gg),
Concentragdo de C02 da Superficie Foliar Evaporante (Cge), Assimilagdo Liquida de CO2 (4), Evolugao
de Oy Fotossintético, Medida sob Luz e CO; Saturantes (Amax) € Rendimento Quéntico Aparente da
Evolugao de O, (O), de o Dois Cultivares de Cafeeiros, Irrigadas e sob Défice Hidrico Moderado e Severo
(Respectivamente, Yam = -0,2, -1,5 e -2,7MPa). Valores Sao Médias de Seis Repeticdes. Numeros entre
Parénteses Indicam o Erro Padrao da Média.

CULTIVAR ‘Yam DE E 2o Cse A Amax @
o -MPa mm™2 ___mol m2s!  mol m g pmol mol” ! pmol m2 g pmol m2s!  mol Oy mol (fotons)”!
0,2 21 (3) 1,2 (0,3) 0,04 (0,01) 265 (15) 3,0 (0,6) 27,8 (5,6) 0,077 (0,005)
CATUAI 1,5 0,5 (0,1) 0,01 (0,00) 329 (11) 0,9 (0,2) 12,4(1,8) 0,037 (0,005}
2.1 0.4 (0,1) 0,01 (0,00) 349 (16) -0,3(0,2) 51(1,3) 0,023 (0,003)
0,2 37(4) 1,8(0,2) 0,09 (0,01) 264 (15) 57(0,7) 29,8 (3,5) 0,093 (0,007)
CONILON 1,5 1,4(0,3) 0,05 (0,02) 276 (18) 2,8 (0,8) 25,529 0,071 (0,006)
2,7 1,0(0,1) 0,04 (0,01) 303 (11) 1,5(0.4) 17,8 (2.2) 0,034 (0,006)
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ser, principalmente, conseqiiéncia de limitagdes estomaticas, conforme também
observado em outras espécies (EASTMAN ¢ CAMM, 1995; FARQHUAR e
SHARKEY, 1982; KICHEVA et al., 1994; OGREN e OQUIST, 1985; RAGGI,
1992). Por outro lado, em Catuai, decréscimos da ordem de 55% em Amax e @,
medidos sob C02 saturante e, portanto, sem efeitos de estdmatos, provavelmente
decorreram de limitagcdes ndo-estomadticas, permitindo inferir, ainda, baixa
tolerancia de seu aparelho fotossintético a desidratagao foliar.

Com o avango do défice hidrico (até Yam = -2,7MPa), reducdo em A nao
foi seguida por concomitante redu¢do em gg nos dois cultivares, mas incrementos
de 15 e 32% em Cge foram detectados, em Conilon e Catuai, respectivamente,
possivelmente como resultado de elevagao das taxas de fotorrespiragéo e, ou, de
algum dano a maquinaria fotossintética (ARAUS ¢ HOGAN, 1994). Esses
resultados sugerem, preliminarmente, que inibi¢do da carboxilagdo, ao invés de
fechamento estomatico, foi a principal limitacdo da fotossintese. Por outro lado,
Cge pode ter sido sobrestimada, em razdo de provavel fechamento desuniforme
dos estomatos e, em adigdo, Cge ndo €, per se, uma medida da concentragdo
efetiva de CO2 nos sitios de carboxilagdo (PARKHURST, 1994), podendo
invalidar, até certo ponto, a conclusdo supracitada Nao obstante, decréscimos
adicionais de Amax e @ substancialmente maiores em Catuai, foram observados
sob CO7 saturante ¢ portanto sem efeitos de estdmatos, devendo-se, pois,
fundamentalmente, a efeitos diretos do défice hidrico sobre reagdes
fotossintéticas, em nivel de cloroplasto. E provavel que, nessa condi¢do, nao
somente a capacidade de regeneragdo da ribulose-1,5-bisfosfato, mas também a
atividade da Rubisco, sejam profundamente afetadas (KICHEVA et al., 1994).
Adicionalmente, as redugdes de Amsx ¢ P podem ser, pelo menos em parte,

resultantes de alteragcdes do gradiente de prétons, causadas por acidificagdo do
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QUADRO 7- Fluorescéncias Inicial (Fo) e Maxima (Fm) e Razdo de Flurescéncia
Vanavel/Maxima (Fv/Fm), de Dois Cultivares de Cafeciros,
Irmgados e sob Défice Hidrico Moderado e Severo
(Respectivamente, Potencial Hidrico de antemanh3, Yam =-0,2,
-1,5 e -2,7 MPa). Valores Sao Médias de Seis Repeti¢des. Numeros
entre Parénteses Indicam o Erro Padrao da Média.

...................................

CULTIVAR Yam, " Pa Fo Fm Fv/Fm
0,2 644 (14) 3615 (114) 0,82 (0,01)

CATUAI L5 656 (23) 3743 (187) 0,82 (0,01)
2.7 718 (46) 3939 (247) 0.82 (0,01)
0,2 592 (31) 3389 (227) 0.83(0,01)

CONILON 1,5 616 (44) 3493 (210) 0,82 (0,00)
2.7 661 (32) 3655 (295) 0,82 (0,01)

estroma induzida por deficiéncia hidrica (RUBINSTEIN et al., 1992; van
RENSBURG e KRUGER, 1993).

E interessante ressaltar as diferencas exibidas por Conilon e Catuai, no que
diz respeito a velocidade de perda de agua. Enquanto no primeiro cultivar, Yam
atingiu valores em tomo de -2,7MPa, apds 6d sem irriga¢do, essa condi¢do
somente foi observada, em Catuai, apos 9d de deficiénciahidrica, em razdo de sua
baixa gg ¢ de sua menor DE, quando comparada com Conilon. Todavia, menor gg
ndo se traduziu em maior eficiéncia instantanea do uso de agua (4/F) em Catuai,
provavelmente em razdo da sua baixa capacidade mesofilica para assimilar CO».
Conilon, por outro lado, maximizou a assimilagdo de carbono as expensas de
conservacdo de agua. Associados ao seu maior potencial de ajustamento osmoético
(DA MATTA et al., 1993), maior acimulo de solutos osmorreguladores
(MAESTRI et al.,, 1995) e sistema radicular mais profundo (INSTITUTO
BRASILEIRO DO CAFE, 1985), incrementos em A/E, em Conilon, revestem-se

de efeitos positivos 6bvios sobre sua produtividade, mesmo sob disponiblidade
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hidrica limitada. Em concordancia com MEINZER et al. (1990), adaptagdo
diferencial a seca, entre gendtipos de cafeeiros, pode, portanto, ser governada
pelas taxas de uso de 4gua e, ou, eficiéncia de extragdo da agua do solo, embora,
durante secas prolongadas, maior resisténcia possa ser conferida pela capacidade
de retardar o estabelecimento de défices hidricos foliares severos (JONES, 1993;
MEINZER et al., 1990).

Em cafeeiros sob severa desidratacao, foram observados incrementos de Fo
da ordem de 12%, indicando decréscimos na dissipacdo n#o-fotoquimica de
energia radiante pelas antenas ou pelos centros de reagdo do FSH (HAVAUX,
1994). Variagdes de Fo ocorreram em paralelo com aumentos nao significativos
de Fm (R2=0,84), concorrendo, pois, para manter inalterada a razio Fv/Fm
(Quadro 7). Esses resultados corroboram varias observacoes de que a eficiéncia
fotoquimica do FSII é francamente tolerante ao défice hidrico (BENVENISTE-
LEVKOVITZ et al., 1993; DI MARCO et al., 1988; EASTMAN e CAMM, 1995;
GENTY et al., 1987, HAVAUX, 1992; KICHEVA et al., 1994; MASSACCI e
JONES, 1990) e, portanto, ndo reflete as fortes diferengas em Amsx € © exibidas
por Catuai e Conilon. E mais provavel que reducdes em Amax ¢ em @ estejam
associadas com outros fatores, como, por exemplo, decréscimos na difusdo gasosa
através do mesofilo e na atividade de carboxilagdo (EASTMAN e CAMM, 1995),
além de inibicdo do lado doador do FSII (BENVENISTE-LEVKOVITZ et al.,
1993).

A deficiénciahidrica ndo acarretou alteragdo na concentragdo de clorofilas,
conforme mostra 0 Quadro 8, em contraste com o conceito estabelecido acerca da
sensibilidade desse pardmetro a seca (CASTRILLO e TRUJILLO, 1994; HSIAO,
1973). Relatos semelhantes sdo raros na literatura (por exemplo,
KULSHRESHTHA et al., 1987). Curiosamente, quando Conilon foi submetido a
défice hidrico, sob 80umol de fotons m-2 g1 (7d sem irrigagdo, ¥Yam=-2,3MPa),
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QUADRO 8- Concentracodes Foliares de Agucares totais, Amido e Clorofilas, de
Dois Cultivares de Cafeeiros, Irrigados e sob Défice Hidrico
Moderado e Severo (Respectivamente, Yam =-0,2, -1,5¢€
-2,7MPa). Valores Sdo Médias de SeisRepeti¢Ges. Numeros entre
Parénteses Indicam o Erro Padrao da Média

CULTIVAR Pam ACUCARES AMIDO CLOROFILA a+b
__[-MPa) [mg gMS)"1] [mg g (MS)"]) [gm?)

0,2 29,7 (2,5) 24,7 (2,2) 0,59 (0,04)
CATUAI 1,5 32,5 (1,0) 21,6(2,2) 0,60 (0,05)

2,7 37,9 (2,6) 15,3 (2,4) 0,57 (0,05)

0,2 28,8 (1,7) 26,2(3,1) 0,53 (0,04)
CONILON 1,5 37,0 (3,3) 18,4 (1,7 0,50 (0,05)

2,7 42,3 (2.8) 11,1 (0,8) 0,51 (0,06)

foi observado incremento de 37% na concentragdo de clorofilas, especialmente b
(resultados ndo mostrados). O fato de o cafeeiro apresentar alto teor relativo de
agua, mesmo a potenciais hidricos consideravelmente baixos (ALMEIDA, 1993;
DA MATTA et al., 1993;JOSIS et al., 1983) pode explicar essas observagoes, na
medida que um teor de d4gua minimo é necessario para evitar degradacdo de
clorofilas (HASPEL-HORVATOVIC e HOLUBKOVA, 1981, citados por
CASTRELO e TRUJILLO, 1994).

A concentra¢do de amido foi reduzida em resposta a seca, paralelamente a
aumentos na concentracao de aglcares totais, com diferencas mais expressivas em
Conilon (Quadro 8). Provavelmente, sacarose foi o principal agticar acumulado,
em razdo de incrementos na ativacdo da sintase da sacarose-fosfato,
acompanhados por degradacdo de amido, conforme revisado por PEREIRA ¢
CHAVES (1993). Essas observagdes invalidam a proposicdo de DA MATTA et
al. (1993), que explicaram a redug¢do da area foliar especifica observada em

diversos genotipos de cafeeiros sob seca, pelo incremento da concentragdo de
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amido foliar. Com efeito, nenhuma alteracdo da area foliar especifica foi
observada neste experimento (resultados nao mostrados).

Fotoinibi¢do da fotossintese foi manifestada por redugdes decorrentes de
extingdo de Fm e aumento de Fo. Nao foram observadas diferencas na extensao
da fotoinibigdo € na sua reversdo em discos foliares de plantas sob tensdo hidrica
moderada. Nessa situagdo, ndo houve altera¢des de Fv/Fm, tanto em Catuai como
em Conilon, quando a fotoinibigdo foi conduzida a 22 ou a 35°C. Contudo,
quando discos de folhas severamente desidratadas foram submetidos a altas
irradidncias, areducdo de Fv/Fm foi fortemente acentuada, especialmente a 35°C
(Fig. 7). Todavia toma-se dificil asseverar a ocorréncia de efeitos sinergisticos
entre altas temperaturas e défice hidrico severo sobre a atividade do FSII, em
razdo dos elevados erros padrao observados, provavelmente como conseqiiéncia
da heterogeneidade da turgescéncia foliar do material utilizado. Pela mesma
razdo, tendéncia de maior sensibilidade de Catuai a fotoinibi¢do associada com
défice hidrico, assim como no seu restabelecimento, quando comparado com

Conilon, pode ter sido meramente circunstancial.

Varios relatos mostram que recuperagdo da eficiéncia do FSII, apos
tratamento fotoinibitdrio, somente ocorre sob baixas irradidncias, mas nio no
escuro. No entanto, Fv/Fm, quando medida apos 0,5h de obscuridade apos a
fotoinibigdo, foi sempre maior a 35°C, especialmente em discos foliares oriundos
de plantas imgadas (Fig. 7), sugerindo a existéncia de um componente do
restabelecimento daquele pardmetro modulado por temperatura e, pelo menos em
parte, insensivel a irradidncia. Considerando-se que recuperagao da atividade do
FSII envolve degradacao e ressintese da proteina DI de centros de reagdo
fotodanificados (Capitulo 1), ambos os processos podendo ocorrer sob
obscuridade (ANDERSSON et al., 1994; OHAD et al., 1994), possivelmente,

maiores valores de Fv/Fm naquelas condi¢des podem ser conseqiiénciado
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FIGURA 7- Recuperacgdo da Eficiéncia Fotoquimica do FSII, Avaliadapela Razao
de Fluorescéncia Variavel/Maxima (Fv/Fm) de Dois Cultivares de
Cafeeiros, Apds 2h de Fotoinibigdo. Numeros Dentro das Figuras
Indicam, Respectivamente, as Temperaturas nas Quais Foram
Efetuadas a Fotoinibi¢do e a Sua Recuperagdo. Recuperagcdo Ocorreu
sob 50pumol de Fétons m-2 s-1. Cada Simbolo E Média de Cincos
Repetigoes, e Barras Indicam Erro Padrao; Quando Nao Mostrado, o
Erro Padrdo Foi Menor que Tamanho dos Simbolos. (®), (A) ¢ (0)
Indicam, Respectivamente, Fv/Fm de Plantas Irrigadas e sob Défices
Hidricos Moderado ¢ Severo. Valores de Fv/Fm Foram 0,82+0,01
Antes do Tratamento Fotoinibitério.
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aumento do giro de D1. Como regra, a recuperacao da fotoinibigao foi largamente
dependente da temperatura; em todas as situagoes, o restabelecimento de Fv/Fm
foi maior a 35 do que a 20°C, conforme também observado em feijao (GREER et
al., 1986) e em kiwi (GREER e LAING, 1988). Essa dependéncia pode ser
decorrente do incremento das taxas de remocao, difusdo e reparo de complexos-
protéicos de centros de reacdo do FSII, associadas com temperaturas
relativamente elevadas (ver Capitulo 2).

Conforme mostra a Fig. 8, a capacidade fotossintéticamaxima de Catuai e
de Conilon ndo foi consistentemente afetada pelas temperaturas nas quais foram
estudadas a fotoinibicdo ¢ a sua reversdao, como também nao foram observados
efeitos aditivos de défice hidrico moderado e alta irradidncia sobre Amax naqueles
cultivares. No entanto, sob forte tensdo hidrica, 4Amax, em Catuai, foi
drasticamente reduzida, enquanto em Conilon esse declinio foi sensivelmente
menor e revertido na fase de recuperacdo da fotoinibigdo, evidenciando maior
tolerancia de seu aparelho fotossintético a seca acoplada a irradidncias
fotoinibitérias. Contudo, em cafeeiros em campo, o potencial hidrico raramente
cai a valores abaixo de -1,5MPa (RENA et al., 1994) ¢, adicionalmente, sob
condi¢des naturais, o défice hidrico é estabelecido gradualmente, permitindo as
plantas ajustarem-se a essa condi¢do, minimizando, pois, impactos de tensdes
ambientes. Nesse respeito, especialmente em Conilon, observa-se, visualmente,
enrolamento da folhagem e alteragdo de seu dngulo de orientagdo, interceptando,
desse modo, menor fluxo de fotons, com conseqiiente reducdo do potencial
fotoinibitorio do excesso de luz. Portanto, em nivel de campo, redugdao da
capacidade fotossintética de cafeeiros, desde que temperaturas sejam favoraveis,
deve estar associada fundamentalmente a disponibilidade de agua do solo, com
efeitos menores de irradidncias superiores aquelas necessarias para saturar a

fotossintese.
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FIGURA 8- Variag¢des na Evolucao do Oxigénio Fotossintético (Amax) de Dois
Cultivares de Careeiros, Apds 2h de Fotoinibigdo. Numeros Dentro
das Figuras Indicam, Respectivamente, as Temperaturas nas Quais
Foram Efetuadas a Fotoinibi¢do e a Sua Recuperacdo. Recuperagao
Ocorreu sob S0umol de Fétons m=2 s-1. Cada Simbolo E Média de
Cincos Repeticdes, ¢ Barras Indicam Erro Padriao; Quando Nao
Mostrado, o Erro Padrao Foi Menor que Tamanho dos Simbolos. (@),
(A) e (0) Indicam, Respectivamente, Amax de Plantas Irrigadas e sob
Défices Hidricos Moderado e Severo, Cujos Controles, Nessa ordem,
Mostraram Valores de 25,9+3.8, 11,4420 ¢ 6,44+0,9 para Catuai, e
30,3+£2.9, 23,6+4,0 ¢ 18,0+2,7 para Conilon, Antes do Tratamento
Fotoinibitorio.



RESUMO E CONCLUSOQES

Foram investigadas respostas fisiologicas decorrentes de tensdes luminosa,
térmica e hidrica, sobre o aparelho fotossintético de Coffea arabica cv Catuai
Vermelho e C. canephora cv Conillon. Sob alta irradidncia, a fotoinibigdo foi
manifestada por decréscimos lineares da eficiéncia fotoquimica do fotossistema II
(FSI). Cloranfenicol (CAP) intensificou a extensdao da fotoinibi¢cdo e bloqueou
completamente o0 seu restabelecimento sob baixa irradidncia, sem quaisquer
efeitos aparentes de ditiotreitol (DTT). Nao foi observada separacdo de fases na
reversdo da fotoinibigdo. A evoluc¢do de oxigénio fotossintético, sob condi¢des
fotoinibitorias, foi reduzida por CAP e DTT, sendo decrescida apenas
marginalmente nas plantas-controles de Catuai, porém com pronta recuperagao
ap6s 90min de exposi¢do a baixa irradidncia. Com relagdo a temperatura, o
desempenho fotossintético de Conilon e Catual foi reduzido em folhas que se
desenvolveram no inverno, com decréscimos mais drasticos no primeiro cultivar,
principalmente devidos a fatores ndo-estomaticos. O teor de amido foliar foi

significativamente maior no inverno, Catual mostrando teores 70% superiores
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aqueles observados em Conilon. Foi verificada, naquele cultivar, uma estreita
correlagdo entre a evolugdo de oxigénio fotossintético e a concentragao foliar de
amido. Quando os niveis desse carboidrato foram reduzidos a metade, a evolugao
do oxigénio fotossintético e a eficiéncia fotoquimica do FSII foram restabelecidas
a taxas semelhantes aquelas medidas em folhas desenvolvidas no verdo. Conilon
acumulou prolina e ascorbato em maior extensdo do que Catuai, no inverno,
ocorrendo o oposto com relagdo a malondialdeido. A constante da taxa de
recuperagdo da fotoinibi¢do, no inverno, foi quatro vezes menor em Catuai, sendo
incrementada no verao, mas a valores inferiores aos mostrados por Conilon. Nesse
cultivar, a redugao da fotossintese nas fases iniciais da seca foi governada,
principalmente, por fatores ndo-estomaticos, enquanto em Catuai, tanto fatores
estomaticos quanto nfo-estomaticos estiveram associados com a redu¢ao do seu
desempenho fotossintético. Sob défice hidrico severo, limitagdes ndo-estomaticas
foram as mais importantes, no controle das taxas fotossintéticas, com menores
decréscimos em Conilon, que maximizou o ganho de carbono as expensas de
conservagdo de agua. Deficiéncia hidrica moderada, per se, nao afetou
consistentemente a evolugdo do oxigénio fotossintético na recuperacdo da
fotoinibi¢do em ambos os cultivares, porém, sob seca severa, a capacidade
fotossintética de Catuai foi drasticamente reduzida. De modo geral, o aparelho
fotossintético do Conilon foi menos sensivel do que o do Catuai a altas

irradidncias, atemperatura e ao défice hidrico.
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