Agroclimatologia

EFEITOS DE BAIXAS TEMPERATURAS POSITIVAS NA FOTOSSINTESE
E ESTABILIDADE MEMBRANAR EM 5 GENOTIPOS DE Coffea sp.

J.C.RAMALHO® V.L. QUARTIN?Z P.S. CAMPOS?® M.L. CARELLI* JI.FAHL*eM.A.
NUNES*

1. Inst. Inv. Cient. Tropical-CEPTA, Tapada Ajuda, Ap. 3014, 1301-901 Lishoa, Portugal (cochichor@mail.telepac.pt). 2. U.A.N.-Fac. Ciéncias
Agrérias, PO Box 815, Luanda, Angola. 3. Dept. Fisiologia Vegetal-E.A.N., 2784-505, Oeiras, Portugal. 4. 1.A.C.-Centro de Ecofisiologia e Biofisica,
PO Box 28, 13.001-970 Campinas-SP, Brasil.

RESUMO: Indicios de diferencas na sensibilidade ao frio por parte de cafeeiros, observadas no campo
durante as severas geadas de 1994 no Brasil, serviram de ponto de partida para o presente trabalho.
Estudaram-se diversos parémetros, em nivel foliar, em plantas de 5 genétipos de Coffea (C. canephora cv.
Apoatd; C. arabica cv. Catuai; C. dewevrei; Icatu, um hibrido de C. canephora X C.arabica; Piatd, um
hibrido de C. dewevrei X C. arabica), as quais se aplicou um esquema de aclimatacdo ao frio e de submissdo
a baixas temperaturas positivas (“chilling”), acompanhando-se também a sua recuperacao apos o tratamento
de frio. Os resultados dos parametros fotossintéticos e de estabilidade membranar mostram diferencas de
sensibilidade aos tratamentos de frio, que apontam para uma toleréncia contrastante entre C. dewevrei (mais
sensivel) e lcatu (mais tolerante). Essas diferencas observaram-se ndo so durante o periodo de sujeicdo das
plantas ao tratamento de “chilling” (3 noites a 4 °C), mas também em frio moderado (15/10 °C) e na
recuperacado do estresse. A analise sumaria de crescimento indicia maior vigor de Piatd, reflectido em maior
crescimento e acumulagdo de biomassa, mas que ndo teve correspondéncia positiva nos parémetros
fisiol 6gicos estudados quando as plantas foram submetidas aos tratamentos de “chilling”.

ABSTRACT: Some indications of contrasting sensitivity of coffee plants, obtained in the field during the
severe cold in 1994 in Brazil, led us to carry out this work. At leaf level, several parameters were studied in
plants of 5 Coffea genotypes (C. canephora cv. Apoatd; C. arabica cv. Catuai; C. dewevrei; Icatu, is an
hybrid of C. canephora X C. arabica; Piat, is an hybrid of C. dewevrei X C. arabica), to which was applied
an acclimation period, followed by a chilling trestment. After that, recovery was also monitored. Results
from photosynthetic parameters and of membrane stability showed the existence of contrasting sensitivity to
low positive temperatures between C. dewevrei (more sensitive) and Icatu (more tolerant). Such differences
were observed not only after the chilling treatment (3 nights at 4 °C), but also during moderate cold (15/10
°C) and recovery periods. A quick growth analysis points to a better performance of Piatd, reflected in higher
growth and biomass accumulation. However, that was not positively reflected on the studied physiological
parameters when these plants were submitted to the cold treatments.

PALAVRAS-CHAVE: Coffea sp., “chilling”, estabilidade membranar, fotossintese, frio.

INTRODUCAO

Nas condi¢des meteoroldgicas prevalecentes nas areas cafeeiras do Brasil, as agressdes provenientes de
baixas temperaturas positivas (“chilling”), pela frequéncia da sua ocorréncia, tém tido conseqiiéncias
significativas na producéo (do préprio ano por efeito direto e nos anos seguintes, pelos efeitos causados as
plantas) e no crescimento. O prejuizo resultante desta agressdo esta em grande parte relacionado com a
estabilidade funcional da célula, principalmente das suas membranas, e pelos efeitos causados no
metabolismo fotossintético. Os principais objetivos do presente trabalho passam pela avaliagdo de progénies
de cafeeiro relativamente a sua capacidade para tolerar a exposicdo a baixas temperaturas positivas
(“chilling”), a fim de serem posteriormente utilizadas para cultivo ou melhoramento genético, e pela
tentativa de identificar alguns mecanismos envolvidos natolerancia ao frio.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal - Foram avaliados 5 gendtipos de Coffea: C. canephora cv. Apoatd C. arabica cv. Catuai;
C. dewevrei; Icatu, um hibrido de C. canephora X C.arabica; Piatd, um hibrido de C.dewevrei X C. arabica.

Tratamento de baixas temperaturas positivas (“chilling”) - As plantas cresceram envasadas, em estufa
até a idade de cerca de 2,5 anos, com irradiancia ca. 70-100 nmol m? s* e UR do ar ca. 60-80%. Nutricdo
adequada foi providenciada pela adicdo de solucdo de Hoagland de 15-15 dias. Para os ensaios de frio as
plantas foram colocadas numa cdmara climatizada (700 EDTU, Aralab, Portugal) a 25/20 °C (dia/noite), 65-
70% UR, irradiancia ca. 400-500 nmol m? s* e fotoperiodo de 12 h. Sujeitaram-se entdo a um abaixamento
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gradual (1°C de 2-2 dias) da temperatura até atingir 15/10 °C (periodo de aclimatacéo), apds o que foram
submetidas a 15%4 °C trés noites consecutivas (tratamento de “chilling”). Procedeu-se igualmente ao estudo
da recuperacdo colocando as plantas a 25%20 °C durante 6 dias.

Parametros de crescimento - Trabaho efetuado no Brasil em plantas de 2 anos, desenvolvidas em
condicBes naturais, em contentores de 100 L, de forma a permitir o crescimento radicular sem limitagdes.
Analisou-se a acumulagéo da biomassa radicular e da parte aérea de forma a caracterizar o material vegetal.
Determinacdes de trocas gasosas - As taxas de fotossintese liquida (A) e de condutancia estomatica (gs)
foram medidas nas condices existentes na cdmara de crescimento, apos um minimo de 2 h de exposicéo das
plantas a luz, utilizando um porémetro de CO,/H,O (CIRAS I, PP Systems, UK). As determinacfes da
capacidade fotossintética (Ams) foram realizadas em discos foliares (1,5 cm?), num eletrodo de O, (LD2/2,
Hansatech, Kings Lynn, UK), em condicBes saturantes de luz (ca. 600 mmol m? s?) e de CO, (ca. 7%,), a
25°C.

Determinacgéo de parametros de fluorescéncia da clorofila a - Estas medigdes foram efetuadas de forma
semelhante ao descrito em [1], utilizando um sistema PAM-2000 (H. Walz, Effeltrich Germany), e incluiram
os “quenching” fotoquimico (gr) e ndo-fotoquimico (qv), 0 “quenching” de energizacdo das membranas
tilacoidais (ge), a eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il em condicdes de iluminagéo (F/'/Fy) e a
estimativa do rendimento quéantico do transporte linear de elétrons (f ). As determinagdes decorreram em
condicdes de equilibrio dindmico (“steady-state”) de fotossintese, com irradiancia de ca. 300 mmol m? s e
“flashes’ de ca. 6000 mmol m? s, com duracso de 0,8 s, em condicdes saturantes de CO,, a 25 °C.
Determinacdo da condutividade idnica - 15 discos (0,5 cm? cada) foram lavados e postos a flutuar em
frascos contendo 10 mL de &gua desionizada. A condutividade elétrical/ibnica do liquido de suspensdo foi
lidaao fim de 4, 5 e 22 h, a temperatura ambiente, e foi expressa em percentagem da condutividade total. A
condutividade total dos discos foi obtida apés colocacdo dos frascos numa estufa a 90 °C durante 2 h.
Determinacdo de aldeido malénico (MDA) - Usou-se o teste do &cido tiobarbitarico (TBA) descrito em
[2], com algumas alteracBes, para avaliacdo da lipoperoxidacdo do conjunto de membranas celulares. Para os
célculos usou-se 0 valor do pico de absorvanciaa 532 nm e o coeficiente de absortividade de 155 mM™.
Andlise estatistica - Os dados obtidos nos varios parametros estudados foram analisados estatisticamente
usando uma andlise de variancia (ANOVA) de fator duplo com repeticdo, para P<0,05. Com base nos
resultados dessa andlise, efetuou-se o Teste de Tukey para comparacdo de médias (95% nivel de confianca).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a descida gradual da temperatura entre 25/20 °C (dia/noite) e 15/10 °C observou-se um decréscimo
paralelo de A e gs, mais evidente na generalidade dos genétipos para temperaturas inferiores a 18/13 °C (Fig.
1), que se acentuaram durante o tratamento de “chilling”. De fato, apds o tratamento de “chilling” A era
negligivel, ou apresentava valores negativos. Apesar de ndo haver grandes diferencas, nessa altura Catuai e
Piatd foram mais afetados. Apds o tratamento de “chilling” lcatu e Piatd destacaram-se pela rapida
recuperacao de A. Por seu turno, C. dewevrei foi 0 Unico gendtipo a mostrar uma recuperacdo incompleta de
A, devido aos baixos valores de gs que manteve, ja que Anax recuperou-se totalmente em todos os genétipos.
(Fig. 1). Ja no periodo de “chilling”, houve afetacdo do mesdfilo, pois Anax a@presentou decréscimos
significativos em todos os gendtipos, exceto em Icatu. De fato, em Icatu diminuiu apenas 15%, enquanto que
nos restantes gendtipos decresceu 31% (Catuai), 36% (Apoatd), 47% (C. dewevrei) e 70% (Piatd) (Fig. 1). C.
dewevrei e Piatd mostram uma reducdo significativa de Anax jaa 15/10 °C.

Para uma analise mais detalhada dos efeitos do tratamento de “ chilling” no aparelho fotossintético efetuou-se
a determinacdo de alguns parémetros da fluorescéncia da clorofilaa em condicfes de equilibrio dindmico do
processo fotossintético, de forma a observar a sua funcionaidade. Os vaores de F,'/F, e de f foram
afetados em todos os gendtipos pela descida de temperatura (Fig. 2). A razdo F,'/F,’ diminuiu de forma
gradual com a descida de temperatura, Icatu mostrando o menor (48%) e Piatd o maior (68%) decréscimo
apos o tratamento de “chilling”. A 15/10 °C apenas Icatu e Catuai ndo mostraram reducdes significativas de
f e, 0 que N30 sucedeu apos o tratamento de “chilling” em que todos os gendtipos foram significativamente
afetados (Fig. 2). No entanto, Icatu foi menos afetado e mostrou os maiores valores absolutos de /' /F,, efe.
Ap6s 6 dias a 25/20 °C todos os gendtipos apresentaram compl eta recuperacao desses parametros.

Em paraelo, analisou-se também a diminuicdo da fluorescéncia devido ao uso da energia captada para
processos fotoquimicos (gp) e ndo-fotoquimicos (gqy € ge), sendo estes Ultimos ligados a processos de
dissipacdo de energia (Fig. 2). Os resultados obtidos mostram que Icatu é o gen6tipo menos afetado (7%) na
eficiéncia do uso da energia para fotossintese (gp). Piata apresentou 0 maior decréscimo (ca. 29%) de gp.

No que se refere aos processos dissipativos ndo-fotoquimicos (qy), ndo houve grandes ateracbes em
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qualgquer dos gendtipos. No entanto, um dos seus componentes, o coeficiente de extingdo da fluorescéncia
por energizacdo das membranas tilacéidais (“high-energy quenching”), gg, diminuiu significativamente em
todos os gendtipos, entre um minimo de 57% (Catuai) e um méaximo de 79% (Piatd), apds o tratamento de
“chilling”. Um decréscimo significativo observou-se ja a 15/10 °C, exceto em Apoatd. Em geral, ge aumenta
guando h& um excesso de energia acumulada na forma de gradiente intratilacoidal (DpH). No nosso caso ge
diminuiu pelo que o DpH ndo se terd desenvolvido, provavelmente devido a afetagdo do transporte de
elétrons (f ¢) (Fig. 2). Por outro lado, se ge diminuiu e gy Se manteve entéo g, o coeficiente de extingdo da
fluorescéncia relacionado com problemas de fotoinibicdo, terd aumentado, o que corrobora os efeitos
observados ao nivel do F,//F,’ (Fig. 2).

Durante o periodo de aclimatagdo observou-se um aumento da perda de ions em todos os gendtipos, exceto
em Apoaté (Fig. 3). Com a exposi¢ao a4 °C obtiveram-se 0s niveis maximos de afetagdo membranar, exceto
em |catu que ndo mostrou aumento da permeabilidade membranar e manteve os menores valores de perda de
electrdlitos. Deve-se notar que, no periodo de recuperacdo, os gendtipos apresentaram uma reducao da perda
de ions para valores muito proximos aos das plantas-controle, exceto em C. dewevrei, indiciando a presenca
de mecanismos de reparacdo das membranas, principalmente os que envolvem o metabolismo dos lipidos
(dados néo apresentados).

N&o se observaram dteragcbes muito acentuadas dos teores de MDA, refletindo a auséncia de uma
degradacdo intensa de lipidos, ja que 0 MDA é um dos produtos resultantes da peroxidacdo dos lipidos por
processos enziméticos (por ataque as ligagles insaturadas). Ressalte-se que, exceto em C. dewevrei, 0s
gendtipos mostram tendéncia para diminuir o teor de MDA a4 °C e narecuperacéo (Fig. 3). Tal terd por base
alteragdes ao nivel da composicéo lipidica das membranas que, no caso de Icatu, passam, principa mente,
pela diminuicéo do teor de C18:3 (dados ndo apresentados), fato ja observado em Catuai em condicles de
dtairradiancia[3]. Por suavez, C. dewevrei mostra uma correlacio entre o aumento do MDA (com o frio) e
0 aumento da perda de ions, sendo também afetado na sintese de ac. graxos (dados néo apresentados).

Os gendtipos Piatd e Apoata apresentaram a maior raiz pivd (Tab. 1). Icatu apresentou um comprimento da
raiz pivd semelhante ao de C. dewevrei e significativamente maior do que a de Catuai, o que Ihe confere
maior capacidade de exploracdo da dgua em camadas mais profundas do solo, relativamente a Catuai.

Com relacéo ao peso de massa seca de raizes (priméria, secundaria e de ordem superior) houve uma
predominancia significativa de Piatd sobre Apoatd, que por sua vez foi superior aos demais materiais
genéticos, que ndo diferiram entre si. Piatd mostra ainda a maior biomassa foliar, seguido de C. dewevrei. Os
restantes 3 gendtipos apresentam biomassa foliar significativamente menor, ndo diferindo entre si.

CONCLUSOES

Evidenciaram-se, nos diversos parametros estudados, diferencas entre genétipos nos tratamentos de
“chilling”, que apontam para uma tolerancia contrastante entre C. dewevrei (mais sensivel) e Icatu (mais
tolerante). Tais diferencas observaram-se ndo so durante o periodo de sujeicdo das plantas ao tratamento de
“chilling” (3 noites a 4 °C), mas também em condic¢bes de frio moderado (15/10 °C) e de recuperacdo do
tratamento de “chilling”. A maior (C. dewevrei) e menor (Icatu) sensibilidade ao frio imposto, observada nos
vérios paréametros fotossintéticos, teve correspondéncia com as variacoes nos valores de perda de eletrolitos e
producéo de MDA.

A andlise suméaria de crescimento parece indicar um maior vigor de Piatd, refletido em maior crescimento e
acumulacdo de biomassa. No entanto, isso ndo teve correspondéncia positiva com os parametros fisiol 6gicos
estudados quando as plantas foram submetidas aos tratamentos de “ chilling”.
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