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RESUMO

A espécie Coffea arabica é& considerada sensivel 3s baixas
temperaturas, podendo ser afetada em fodo o© seu ciclo. Essa
espécie, principalmente na fase Jjovem, guando exposta & luz,
apbs um periedo sob balxa temperatura, se torna mais sensivel.
Considerando a importéncia econbmica da cultura cafeeira como
item de exportagidco e ocupacic de nio de obra agricela no pais,
2 reconhecendo gue ¢ cultive do cafeeiro € afetado pela
sazonalidade dos eventos colimdticos adversos, dentre eles as
temperaturas de resfriamento, a proposta  deste ftrabalho
justifica-se ndo sO pelos aspectos de investigagldo basica, como
também pelas aplicacgSes agrondmicas gque oferece, subsidiarias
para os estudos visando © melhoramento genético desta cultura.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
temperatura de resfriamento na atividade de PS;; e na
susceptibilidade a foteoinibicdo, através do estudo da cinética
de fluorescéncia da clorofila a, e a participac¢dc dos pigmentos
cloroplastidicos na tolerdncia e na capacidade de recuperagio
dos danos s0fridos pelo tecido fotossintetlizante de plantas
fovens de cafeeiro,

A temperatura de resfriamento inibiu o acGmule dos
pigmentocs cloroplastidicos, alterando a capacidade do tecido
forossintetizante de plintulias esticladas de cafeeiro em captar
e transferir a energia Lluminosa até os centros de reacdo do

PS::. Conseguentemente, houve uma reducdo na eficiéncia de



utilizacde da energia gquéntica por parte do PSy;. O resultado
foi uma atenuagdc da fluorescéncia emitida e reducdc {com
excegdo para Fy) no tempo de ocorréncia dos transiesntes,
provavelmente, em resposta a uma menor concentragio de
clorofila & e as limitacdes no fluxo de elétrons através do
PSrs.

Houve uma tendéncia de aumento no empilhamento dos
tilacdides;, ou seia, uma maior crganizagdc do contetde ds
membranas dos cloroplastos com © asuments no contedds dos
pigmentos cloroplastidicos. Quandc as plantas foram subnetidas
ao tratamento de resfriamento, o estresse causado pelo frio
gerou um desarranio no aparelho fotossintético, induzindoc uma
queda no nivel de empilhamentc (organizacdo) das membranas gue

constituem o8 tilacdides e, consequentemente, na eficidncia
quéantica do PS;x. Com a mudanca da temperatura de 10 para 25°C,
houve um aumento no nivel de organizacdc das membranas dos
tilacdides e, apesar da sintese dos pigmentos ter sido inibida
em mais de 50% apds o tratamento de resfriamento, a eficiéncisa
guéntica do PSix foli restabelecida.

0s resultados indicaram uma redugdo generalizada na
eficiénecia quantica do PSi;; quando as pléntulas de cafeeiro
foram mantidas no escuro. A reducfo ocorreu tanto nas pléntulas
submetidas ac tratamento de resfriamento, guanto no material

controle. Issc demonstra gue ndo apenas a temperatura de

resfriamento estaria atuando como causa dessas alteracdes na



atividade do PSir. E provavel gue tenha ocorride um esgotamento
das reservas do tecido, com a taxa réspiratéria excedendo 2
fotossintética, Ja que essa era nula, uma vez que a energia de
excitacdo esteve comprometida pela permanéncia das pléantulas no
escuro.

As plantas de cafeeiroc gue foram submetidas ac tratamento
fotoinibitério (2500 umol/m’.s), apbés o tratamento de
resfriamento, sofreram um dano maior no aparelho
fotossintético. Wessas plantas, a recuperacido da eficiéncia
guantica do PSxx fol muitc inferior a das plantas mantidas em
25°C,

Conclui-se que a manutengio da integridade das membranas
dos tilacdides pela acio protetora dos pligmentos
cloroplastidicos & fundamental, mais que a concentracdoc desses,
para a conservacgdo de alta eficiéncia guéntica do PSy;. O tecido
fotossintetizante apds tratamento de resfriamento nfo fol capaz
de recuperar plenamente a sua atividade quando as plantas foram

expostas a densidade de fluxc de £fdtons fotossintéticos de

2500 umol/m’.s.



The (Coffea arabica species is considered sensitive to
chilling throughout its growth cycle, in view of the many Fforms
of damage caused by this phenomenon. This species, especially
at younger stages, when exposed to light, becomes more
sensitive after a pericd under lower temperatures. Considering
the economic importance of coffee such as export and employment
of agricultural labour, and recognising that the coffes crop is
subject to adverse seasonal effects, extreme temperatures
included, the present investigation may be Justified not only
through basic aspects, but alse by agronomic applications which
offer information for breeding programs.

The aim of this research was to analyse the effects of
chilling on the activity of PS;; and the susceptibility of
photoinhibition through a kinetic study of chlorophyll a
filucrescence; study the participation of chloroplast pigments
in tolerance; and determine the capacity of recovery from the
damages suffered by the rhotosynthetic tissues of young coffee
plants.

The result of this investigation showed that chilling
inhibited the accumulation of the chioroplast pigments and
caused an alteration in the capacity of the photosynthetic
tissues of etiolated seedlings of coffee to capture and
transfer 1light energy to the reaction centres of PS:;. The

result was an attenuation of emitted fluorescence and =a



reduction {except for Fy} of the time of transient occurrence.
Probably, this is a conseguence of a lower chlorophvll a
concentration and a limitation of electron f£low through PSq::.

In this Iinvestigations, the observed results alse show a
tendency for increased stacking of thylakcids, that is a grater
organisation of chlorcplast membrane contents. When the plants
were submitted to chilling, the resulting stress created a
disorder of the photosynthetic apparatus, inducing a decrease
in the level of stacking {organization) of membranes which form
the thylakoides and, consequently, affecting the PS;; quantum
yield. On changing the temperatures from 10 to 25°C, there was
a increase in the level of membrane organization and, in spite
of pigment synthesis being inhibited more than 50% after
chilling, PS:; quantum yield was restored.

There was a generalised reducticn in the PSi: guantum yield
when the coffee seedling was kept in the dark. The reduction
occurred both in seedlings submitted to chilling as in the
contrels. This showed that chilling was not the only cause of
these P3:;:; activity alterations. It is probably that the tissues
ran out o¢f reserves, with a respiratory rate exceeding
photosynthesis, since the latter was zero, due to suppressed
excitation energy of the seedlings kept in the dark.

The coffee plants submitted to photoinhibition after

chilling, suffered greater damage to the photosynthetic

XiV



apparatus. The recovery of PS;; guantum vield was lower for
plants treated at 253°C,
Based on these results it may be concluded that

maintenance of thylakoide membrane integrity through the

protective action of the chloroplast pilgments is more important

rhan their concentration, for the maintenance of high P8i;
guantum yield. The photosynthetic tissue was unable to fully
recover 1its activity when plants were submitted to treatment
with high photon flux density (2500 gmslimaSEy after applving

chilling treatments to these plants.



1. INTRODUCAC

saratura de resfriamente afetando a ecultura do
cafeeizro

A exploragdc acondmica da cultura do cafeeiro, espécie
Coffea arabica L., estd limitada 4s regides onde a temperatura
média anual varia entre 18 e 22° [Bauer et al., 1983). Essa
espécie & considerada sensivel as baixas temperaturas {(Levitt,
1980; rauer et ad., 1885y, apresentando diminuigdc ou
paralisagdo do crescimento e desenvolvimento (Smillie et al.,
1988), estando sujelta ainda as diversas injGrias provocadas
por ela. Com referéncia ao cafeeiro, os estudos sobre oS
mecanismos que modulam OS5 processos de tolerdncia ou
susceptibilidade sdo bastantes escassos {Bauer et al., 1985).

No Brasil, a cultura tem grande importéncia econdmica,
ranto como fonte de divisas pela exportagdo, COmo pela geragioc
de empregos. Entretanto, sua producéc & fortemente afetadé pela
sazonalidade dos eventos climéticos adversos, dentre eles as
remperaturas de resfriamento {abaixc de 12°c), fenbmeno comum
em muitos locais de elevada altitude nas regides produtoras do
pais, como sul de Minas Gerais e Norte do Parana, por exemplo.

outre aspecto cultural da espécie sujeito as intempéries
se refere a producdc de mudas em viveiro. Estas guando expostas
as baixas temperaturas podem n&c resistir aos danos causados

pela disfuncédc metabdlica desencadeada pelo fator estressante.



As mudas de cafeeiro no campo, como em outras espécies lenhosas
de origem tropical, 53¢ particularmente sensivelis S
fotoinibicdo (Castro et al., 199%5). A assocliagdo entre baixas
temperaturas e alta luminosidade atua sinergisticamente
intensificando a susceptibilidade 3 foteoinibicio.

As mudas de cafeeiro produzidas em regides de elevada
altitude adguirem um fator de toleréncia as baixas temperaturas
- “endurecimento” - porém aguelas gue nado estiverem adaptadas &
essas condig¢des certamente sofrem danos.

Segundo Oguist (19837 as plantas crescidas sob baixa
temperatura geralmente possuem uma maior capacidade
fotossintética guando submetidas 2 temperatura de resfriamento,
se comparadas com outras crescidas sob temperaturas mais altas.
A razdo para 1sso estaria no controle estomdtico da assimilacéo
do COz, além de alterag¢des em alguns processcs fotogsitéticos
ne &mbito dos cloroplastos.

Segundo Schdner & Krause (1990) folhas aclimatadas & baixa
temperatura apresentam maior atividade de certas enzimas
antioxidantes. Haveria também uma alteracdo na composicidoc dos
pigmentos foliares conferindo maior capacidade de tolerar os
efeitos provenientes da condigdo estressante.

Esse fator de tolerdncia pode significar uma seleg3o
natural dos individuos, haja vista gque no campo as condigdes
para a ocorréncia de uma moderada fotoinibicl3o sic comuns
(Greer & Laing, 1992; Ogren & Rosengvist, 1992; Lovelock ef

al., 18%4). Para Fahl et al. {(1994) ocorre com freguéncia o




sstresse por fotoinibiclo no cafeeirc, em particular, guando da
+ransferéncia de plantas Jjovens, crescendc em vivelro, para
condicdes de plenc sol.

A capacidade das plantas de tolerar estresse por
resfriamento tem sido estudada como um importante fenfmeno de
adaptacdoc ecofisioclégica, sendo objeto de intensas pssguisas no
campo da biologia vegetal, com desdobramentos em varias &areas
de aplicagic agrondmica (Bauer et al., 1885%; Smillie et al.,
1988:; andrews et al., 1%85; Rlensc et al., 1%9%7: Queircz et

al., 1898).

1.2. A guantificagéc do estresse por baixza temperatura in vive
Em termos genéricos, a injuria pelc frio se caracteriza
pela inibigdo do processo fotossintético (Hodgson & Raison,
1989;: Andrews et al., 1995), na alteracZo das fungdes celulares
(Graham & Patterson, 1982) e, em condicdes extremas, na
deterioracido dessas funcgdes, podendo resultar na morte da
planta. Algumas inddrias provocadas pelo resfriamento
apresentam sintomas evidentes, como a clorose das folhas,
sugerindo que houve a destruicdoc dos pigmentos fotossintéticos
(Muruyama et al., 1990; Briggemann & Linger, 1994). Segundo

amillie & Hetherington {1983), hé um rapido decréscimec da taxa

de crescimento abaixo de 20°C, o crescimento cessa entre 8 e

14°¢ e ainda, abaixando mais a temperatura, pode resultar em

desordens fisioldgicas permanentes, de acordo com a extensdc do



estresse sofrido. Porém, antes dessas evidéncias, numerosas
mudangas no metabolismo celular podem ser detectadas, incluindo
alteragles nas propriedades fisicas das membranas celulares,
interrupcds da mobilidads protoplasmatica, descontrole do
movimento de eletrdlitos através das membranas e alteracdes na
atividade respiratdria (Smillie & Hetherington, 18833,

Trabalhos experimentais mais recentes indicam que o
estresse por frioc se expressa gquando do desencadeamento de
processos de peroxidacio dos lipidios das membranas celulares,
causando alteracdes na sua fluider (Merzlyak, 18%4; Alonso et
al., 1897; Queiroz et al., 1998). 0Os eventos bioguimicos mails
relevantes, ligados as modificacdes da fluidez das membranas,
incluem mudan¢as na atividade das enzimas e perda da
compartimentacdo celular.

Além desses efeitos, o resfriamento dos tecidos pode
acarretar disturblos metabdélicos que resultam em esgotamento
nutricional, alteracdes na respiracdo e, conseguentemente,
ruptura do balango de energia das células (Greer et al., 1991).

O balango hidrico entre as raizes e a parte aérea também &
prejudicado com © abaixamento da temperatura nas plantas

sensivels ao resfriamento. Temperaturas abaixe de 15°C reduzem

a absorgdo de Agua pelas raizes (RBauer et al., 1985%).

Consegquentemente, a condutédncia estomatica, agora menor,

contribuiréd para a queda na assimilacgdo do COs.




por razdes de natureza termodindmica & de se esperar uma
queda na atividade fotossintética em condigdes de baixa
temperatura. Em muitas espécies a atividade fotossintética
responde sensivelmente a temperatura de resfriamento. Varias
enzimas do ciclo de Calvin s8¢ reprimidas nessas condigdes
{gassenrath & Ort, 1890%.

rmbora halja métodos para definir estresse (Lichtenthaler,
1996), a guantificacgéo do seu efeito nas plantas ¢ malils
Adificil. Os sintomas visiveis, como mencionado anteriormente,
sic fregientemente manifestacdes tardias da injdria provocada
pelo estresse e muitas vezes de dificil medigfc. Apesar da
guantidade de dados de pesguisa nesta area, 08 fendmenos
fisiolbgicos atuantes sobre a atividade fotossintética nio sac
suficientemente conhecidos, devido, principalmente, as
1imitacdes metodoldgicas, que exigem a utilizagdo de técnicas
de avaliacdoc mais rigorosas dos processos sob investigacdoc. Por
cutro lado, anadlises bioguimicas podem diagnosticar
precocemente, mas serem wmuito dispendiosas numa grande
amostragem, dificultando em muito © seu uso corrente. O ideal &
gue © métode para avaliacdo do nivel de injuria pelo estresse
seja répide, de bDboa sensibilidade e ndc destrutivo para o

recido analisado.

1.3. O emprego da fluorescéncia da clorofila a na avaliagdo do

estresse schbre a atividade fotessinitética



As propostas mals recentes para o estudo das respostas das
plantas submetidas a condigdes extremas de temperatura
consideram © uso de técnicas menos invasivas, que permitem uma
extrapolacdc dos resultados para as condicdes naturais. O
emprego dos sinais de fluorescéncia emitidos pela clorofila a
(Cio a), in vive, tem contribuido bastante para desvendar e
monitorar o©s efeltos de estresse ambiental na fotossintese
{Andrews et al., 19%5) ou mesmo na seiecdo de cultivares com
menor suscetibilidade & fotoinibicZo induzida por baixas
temperaturas (Bjdrkman & Demmig, 1%87;.

Usada come ™sonda” para a atividade fotossintétrica =
clorofila ligada 2s membranas cloroplastidicas emite um sinal
de comprimento de onda longo, na faixa do vermeiho, a
fluorescéncia. Esse sinal emitido pela Cloc a, apds a excitacio
da molecula, pode ser registrado como uma variacdc de sua
intensidade em fungic do tempo de emissdo. Uma amostra de
tecide fotossintético {foliha, suspensic de cloroplastos,
suspensac de &algas ou cianobactérias), apds um pericde de
adaptagdec no escuro, apresenta mudancas caracteristicas na
intensidade da fluorescéncia da Clo a quande iluminada com luz
continua. Essas mudangas, chamadas de inducdoe da filuorescéncia,
transientes da fluorescéncia ou ainda, efeito Kautsky podem ser
divididas em duas etapas; uma rapida (o primeiro segundo de
emiss&c] e outra lents {a partir de um segundo, até a

estabilizacdo da emissdo com cerca de dois minutos de duracio).




Emsses transientes s&oc sinais qualitativos de certas etapas da
fase fotoguimica, gue iniciam com & captacio da energia
iuminosa pelo complexo antena, 3€ desenvolven com © Lryansporie
de elétrons pelos diversos “trocadores” de elétrons, até
culminarem no centro de reagdo do PS5y, COmM O evento fotoguimico
- reducdo de um receptor e oxidacio de um doador - mediado por
uma moliécula de Clo a especilal, Feso (Figura 1). Alteragdes no
rendimento da fluorescéncia de acordo Demmig & Bidrkman (1987}
refletem indiretamente as modificacles que estariam ocorrendo

ne metabolismo fotossintético.

e a2 e ho - e = e
HpO =~ (M1} g "\:)Yz "->P533+ w5 Pran  —=>Pheo -=>Qn ——>0s <““>}PQ—->'—>“> NADPH,

PSiz

Figura 1 - Representacio esquematica da transferéncia de elétrons através do PSy.

pe acorde com a figura 1, Mn representa o complexo de
oxidacdo da H:0, com o 1ion mangands em seus guatro estados
redox (So~S:) possiveis; Y; € um residuo do aminoacide (Tyr) da
proteina D: do PS:, responsavel pela transferéncia dos elétrons
vindos da oxidacdo da H:0 para a reducdo de Peot+ (centro de

reacdo no estado oxidado): Pesse representa o centro de reagio
do PS::, no estado excitado apds absorcido da energia, hv, dos

fatons capturados; Pheo, feofitina - uma molécula de Clo a

modificada (sem o Atomo central de Mg, do anel tetrapirrdéiico},



recebe o5 elétrons de Py transferindo-os para a primeira
guinona {Qa) considerada ¢ primeiro aceitador {estével) de
elétrons da cadela de transporte de elétrons fotossintéticos;
@8, & segunda guinona envolvida no Transporte eletrdnico, &
reposta pelc estoque de PQ. Em suma, os elétrons originados da
oxidagéo da Hp0O, apds fluirem através do P81y, serdo utilizados,
apbs varias outras etapas de oxi~reducio, para a formacido de um
poder redutor {(NADPH:z} , substrato do ciclo de reducdo
fotossintética do carbono, o Ciclo de Calvin.

O estudo da cinética da flucrescénciaz da Clo a & um bom
instrumento para se avaliar a atividade fotossintética, com a
grande vantagem de ser um procedimento nic invasive {revisdes,
Krause & Wels 19%1; Govindiee 1995). Desde os tempos de
Kautsky, o©os transientes da flucrescéncia da Clo a t8m sido
usados como uma ferramenta sensivel e n3o destrutiva para
monitorar Vvarios processos na forossintese (Govindiee & S8atoh,
1986} .

De acordo com Murata & Fork (1975) as membranas dos
tilacdides contém moléculas de clorofila atuande como sondas
intrinsecas de fluorescéncia, cujo padrdoc de emissdc & um
sensivel indicadoer da integridade dessas membranas.

Cerca de 50% da fluorescéncia origina-se da Clo & do PS::,
refletindc o0s processos primdrics da fotossintese, como
captagdo de luz, distribuic8c e transferéncia da energia de
excitacéo {Krause & Weis, 1984, i991). Parte dessa

flucorescéncia emitida seria uma resposta as mudangas na




Errain

atividade do P8;; (Krause et al., 1982, Heuist & Ogren, 1985}).

Tendo em vista a relagdo funclonal do PS;; para com OS5 outros

componentes do aparelho fotossintético, & emissac de
fluorescéncia é usada como um indicador indireto do processoc

forossintético como um tode. Para Schreiber (1983) e Xu et al.
(1989), exisie uma correlacdo entre a emissdc de fluorescéncia
da Clo a e as rea¢des fotoguimicas primarias. Essas reagoes

dependem do estado de oxi-redugao de Q. o receptor primaric do

pS.;, e do gradiente de prétons (") intermembrana.

1.3.1. Os sinais de fluorescéncia

n fluorescéncia inicial (Fo) reflete © estado da Clo a da
antena. 0O complexo coletor de luz - antena - & formado por
proteinas integrais assocladas as Clo's (e & b) e aos
carotendides; esse complexo e responsavel pela captura de
£6tons e transferéncia da excitacéao até os pigmentos assoclados
ao PS,; (Bowver & Leegood, 1997 .

De acordo com Bolhar-Nordenkampf & Huist {1993} F; & uma
medida para a distribuigso inicial da energia, antes da
excitacdo migrar para o centro de reagdo (Pgo) do Poor.

Os glétrons capturades pelo complexco antena serao
transferidos, através do P até o receptor primaric de
elétrons On.

Quando toda guinona Qs estiver reduzida a Q. peles
elédtrons transferidos a partir do Pasa, 2 fluorescéncia emitida
serd méxima (Fu) (Straser et al., 18957 .

n diferenca entre Iy e Fo @ chamada de fluorescéncla

variavel, Fy (Fy= Fy-Fq). FPara Georgileva & Yordanov (1983) a Fy






fiporescéncia €& usada como um indicador indireto do processo
fotossintético como um +odo. Para Schreiber (1983) e Xu et al.
(1589}, existe uma correlacio entre a emissdoc de fluorescéncia
da ©Clo a e as reacgdes fotogquimicas primarias. Essas reagdes
dependem 4o estade de oxi-reducio de Qi © receptor primdric do

P8::, e do gradiente de prodtons (H") intermembrana.

1.32.1. Os sinais de fluorescéncia

2 fluorescéncia inicial (Fo) reflete o estado da Clo a da
antena. O complexo coletor de luz - antena = € formado pox
proteinas integrais associadas as Clo’s (a = D) e #0s
carotencides; esse complexo & responsavel pela captura de
£otons e transferéncia da excitacdo até os pigmentos associados
ac PS;: (Bowyer & Leegood, 1987 .

nDe acordo com Bolhar-Nordenkampf & Buist (1993) Fe & uma
medida para a distribuicéc inicial da energia, antes da
excitacdo migrar para © centro de reacdo (Pssg) do PSiz.

Os glétrons capturados pelc complexo  antena ser&o
transferidos, através do PSi, até o receptor primério de
aelétrons QOs.

ouando toda guinona Qs estiver reduzida & Qi pelos
elétrons transferidos a partir do Pesor 2 fluorescéncia emitida
serd méxima (Fu) (Straser et al., 19985).

A diferenca entre Fu e Io & chamada de fluorescéncia

variavel, Fy (Fy = Fy-Fo). Para Georgieva & Yordanov (1993} a FEv



se origima da populagio de pigmentos do PE:;; 2 se mostra
sensivel & taxa de transporte de elétrons através dos centros
de reacgdoc desse & as mudancgas na ultraestruturs da membrana do
tilacdids.

A raz&@o entre a fluorescéncia variidvel e a mévima (Fe/Fyu) &
amplamente empregada na interpretacic dos sinais da emissdo de
fluorescéncia (Powles, 1984; Krause & Weis, 1984, 1988 = 19351;
Georgieva & Yordanov, 1993; Srivastava et al. 1995) como uma
medida da eficécia dos centros de reacdc na utilizacdsc dos
fétons capturados em reacdes fotoguimicas primédrias, no PS8,
Fatores de estresse afetando o funcicnamento do PS8Sir, reduzem o
valor de Fv/Fw (Krause & Weis, 1988:; Somersalo & Krause, 1988).

De acordo com Schindler & Lichtenthaler {1894}, as
mudangas na fluorescéncia varidvel (acima de Fy) sdc melhor
caracterizadas a partir da razdoc F¢/F,. Segundo os autores essa

razéc exibe uma amplitude muito maior gue & razdc Fy/Fy.

Os transientes “OJIPY

A interpretacdo dos sinais de fluorescéncia em estudos
para avaliacgdc dos efeites ambientais (como temperatura, luz,
disponibilidade de &gua, etc) scbre o funcionamento do aparelho
fotossintétice té&m evoluido bastante (Krause & Weis, 1984,
1988, 1851; Schreiber, 1983; Powles, 1984; Bolhar-Nordenkampf &
Oguist, 1993; Schindler, & Lichtenthaler, 19294; Govindijee,
1995; Srivastava et al., 1995; Strasser et al., 1995; Strasser,

1897).
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No inicico da década de 920, os pesquisadores Strasser €
Govindiee, utilizando um fluorimetro ndc modulado, observaram &
presenga de duas inflex®es entre os transientes 0 e P, =
propuseram a nomenclatura dos transientes O-J-I-FP {(ou FuJIF}
para designar os sinais da emissi3o de flucrescéncia {Govindjee
1595}, Strasser et al. (1893) verificaram com & logaritmizacio
da escala do eixo das abscissas, © gual representa o tempo de
emissio do sinal de fluorescéncia, uma nova inflexic do sinal
entre 07 e “I”. Essa inflexd@o, chamada de w“J¥, foli descrita
pelos autores como mals um transiente na cinética de
Fluorescéncia da Clo a. Sendo conhecida como “0-J%, representa
a etapa fotoquimica da fotossintese dependente da intensidade
luminosa, mais precisamente, a reducdc de Qn para 0.7, a partir
da reoxidacdoc do centro de reagio do PS8:7.

2 subida do sinal de fluorescéncia entre wo¥ e “J” reflete
uma concentracdo, momenténea, GO receptor primaric de elétrons
0. no estado reduzido (Qa). tendc como <causa provavel uma
limitacdc por parte da segunda guinona transportadora de
elétrons (Qs) em Taceitar” os elétrons transferidos por Oa
além, também, da influéncia causada pelo lado doador do
fotossistema IT (Hsu, 13893).

Os transientes “J-I-P” correspondem & fase nidoc fotoguimica
da fotossintese, mas ainda sob influéncia da acumulacdo de Qs .
ouando toda Qa estiver no estado reduzido (Qa), a fluorescéncia

atinge o transiente "P7.
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De acords com Strasser ot al. (1883}, a segunda inflexdo
(“I”) na subida da flucrescéncia se deve a heterogeneidade ngo
lado aceitador do PS8y, que pode ser atribuido a: 2) uma misturs
de diferen;es e3tados redox de (s [(com maior ou menor aptidio
para se oxidar) b) tipos bicguimicamente variados de PS;;. Estas
caracteristicas heterogéneas resultariam numa alteracic na
capacidade de reduclo do pool de plastoguinonas (PQ): em certos
casos o pool de PQ seria mais rapidamente reduzidoe gue em
outros casos.

Tedos o8 transientes, de “0% a “p7, passando por “J7 e
"17, s&c influenciados pelc fotossistema I (PS;), o destino dos
elétrons gue partem do PSi;z. 08 transientes nada mais sdo do que
¢ reflexo da eficiéncia em que os elétrons, transferidos a

partir da oxidacdo da 4&gua, do lado doador do PSy, serdo

utilizados do lado aceitador, por Qs, Qs e peloc pool de PO.

1.4. Baiza temperatura afetande a atividade fotossintética

Os centros de reagdo do PS;x s3o, chviamente, Dbenm
protegidos contra efeitos adversos do meio {(baixa temperatura,
luz em excesso, deficiéncia hidrica, nutricional, etc.), s6
comegando & senti-los quando esta capacidade de protecidc for
superada. O efeito do estresse sobre a atividade fotossintética
manifesta~se de diferentes formas, sempre culminando com a

perda na eficiéncla do aparelho fotossintético em utilizar a
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energia dos fdétons para produzir trabalho guimico (NADPHz, ATP
e, em Gltima andlise, carboldratos).

A temperatura & um dos principals fatores que controcla a
atividade de formacio e funcicnamento do aparelho
fotossintético. Quanto ao aspecto de formagac do aparelho
forossintético, sabe-se Jue a aclimatacic de plantas a baixa
remperatura reguer uma restruturacidc bioguimica (Lynch &
Steponkus, 19%87) e <fisica (Steponkus, 18847 das membranas
calulares para aumentar a fluidez dessas. Geralmente s2 observa
um aumento 10 contendo de lipidios, particularmente
fosfolipidios, além de um aumento no grau de insaturagdc das
cadeias dos acidos graxos (Sikorska & Kackperska-Palacz, 1973).
porém, a exposigic das plantas a uma condicdc fotoinibitdria
(alta radiacdo), acrescido de uma pré-exposigido a Dbaixa
temperatura, poderad alterar a estrutura das membranas. Para
Hariyadi & Parkin (1993) alteracbes nas membranas se ddoc a
partir da peroxidacdo lipidica pela ag&o das espécles reativas
de oxigénic gerados pelo fator estressante, Ccomo por exemplo, 2
baixa temperatura. Uma vez Jue anions superdxide (0) sdo
produzidos no ambiente dos cloroplastos, na presenga de luz
(Elstner, 1982), as cadeias de Acidos graxos das membranas dos
rilacdides {ricas em poli~insaturacao) estio altamente
vulneraveis & peroxidacdo. Essas membranas, Se mostram COmC Uum
potencial sitio de acdo da fotoinibicdoc dependente de baixas

temperaturas (Hodgson & Raison, 19%1).
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A degradagdoc de 4&cidos (graxos poli-insaturados pela
peroxidacdc produz ions perdxidec e malondizldeido {MDA),
induzindo um asumentc na rigidez das membranas {Steponkus,
1884) . Um aumento excessivo da rigides das membranas pode
ocasionar a morte das células.

Portanto, mudangas na concentracic de MDA pode ser um bom
indicador da integridade estrutural das membranas
cloroplastidicas de plantas submetidas & baixa temperatura
{Hodgson & Raison, 1991:.

Em termos funcionals, temperaturas baixas, acima de ZELO,
afetam sobremaneira a transferéncia de energia entre o3
diversos trocadores de elétrons gque constituem a cadeia
transportadora de elétrons fotossintéticos. Afetam, também, a
fosforilacéo acoplada ao transporte de elétrons
fotossintéticos, as enzimas do ciclo de reducdo do carbono no
estroma, além dos mecanismos de transporte dos produtos
fotossintéticos a partir dos cloroplaétos {(Oguist, 1993).

C transporte de elétrons de Q. até NADP® através dos
dominics da matriz lipidica (no estado gélico) das membranas
dos tilacéides, pode ser inibide pela baixa temperatura
{Georgieva & Yordanov, 1993). Com o abaixamento da temperatura,
muitos padrdes de oxi-redugdo dos trocadores de elétrons sao
modificados, podendo haver o aclimulo de alguns receptores na
forma reduzida, pela queda nas taxas de reoxidacio desses

“transportadores” de elétrons.
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1.5, Alts densidade de fliuxmo de foHtons afetando a atividads

fotosgintética

Um cutro fatoxr determinante em  Lodc o Drocesse
fotossintético, gue pode conduzir a um ganho ou perda na
eficiéneia das reacdes fotogquimicas dos centros de reaglo, € a
gquantidade de energia radiante gue atinge © complexo coletor de
luz dos fotossistemas.

A luz desempenha um papel importante na regulagdo de
inumeras enzimas cloroplastidicas, podendo, guando em eXCesso,
desencadear distaurbics nos processos associados &s atividades
forossintéticas.

Z1lta intensidade de luz pode, em condigdes aerdbicas,
catalisar a geracdc de espécies reativas de oxigénio (como o©
radical Anion superdxido, ©;7), altamente danocsas & integridade

e funcionalidade celular {Wise & Naylor, 1%87a,b).

1.6. Fotoinibicdc, fotoprotecdc e capacidade de recuperagéoc

Uma iluminacdo de alta dintensidade {(Powles, 1984},
associada a baixas temperaturas (Smillie et al., 19588}, sobre c
recido fotossintetizante conduz a uma série de reagles de
estresse, conhecidas cComo fotoinibicido. A capacidade
fotossintética é prejudicada, com reflexos no crescimento das
plantas e na produtividade (Powles, 1984).

Em geral, a fotoinibigdo causa diminuic&o na eficiéncia de

liberacdoc fotossintética do O; e induz a alteracdes nas reagles
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fotoguimicas associadas a Clo a (Krause & Wels, 19%1y. HNa=z
plantas sensiveis a fotoinibicio, ocorrem alteracdes
bioguimicas e fisioldgicas, que resultam na perda da
integridade dasg membranas {as lamelas dos tilacdides)
cloroplastidicas {(Wright & Simon, 1973).

Baker et al. {1984) associaram a fotoinibicdc a um
processe dependente de temperatura e de luz, Jque resulta no
decréscimo na eficiéncia de utilizacdo da energia dos fétons
capturados, em reag¢des fotoguimicas nos fotossistemas (I & II}.

Quando submetidas & condicées de alta irradidncia, muitas
plantas superiores, principalmente aguelas de origem tropical,
sofrem 1inibig¢dc da fotossintese devido a incapacidade dos
tecidos clorofilades de dissipar o excesso de energia radiante,
resultandc na fotoinibig¢do (Csmond, 1981; Long, 1983: Baker et
al., 1994;.

Para Osmond (19%4), a fotoinibicd&c se manifesta guando
ocorre uma gueda prolongada da eficiéncia quintica do PS3::.

A fotolnibigdo & um processo gque estd associado & 1NGMETos
fatores enddgenos e do ambiente, gue invariavelmente causam
danos aos sistemas de membranas. No casc dos fendmenos
fotossintéticos, as alteracbes mais importantes ocorrem nos
tilacdides, incluindo os dominios lipidicos e protéicos das
membranas, resultando no decréscimoc da eficiéncia de utilizacéo
da energia dos foétons capturados nas reacdes fotoguimicas

{(Baker et al., 18%4),

15




o danc fotossintético pode ser reparado por mecanismos
préprios, intrinsecos a cada espécie, de acordo com sua malor
ou menor sensibilidade as temperaturas de resfriamento (Hall &
Rao, 1995). Dwivedi et al. (1993) demonstraram gue a capacidade
de recuperacdo do dano fotoinibitdrio, mesmo para aguelas
espécies menos sensivels, & tanto malor guanto menor a extensio
do dano.

De acorde com Smillie et al. (1988}, a fotoinibicdo
induzida por baixas temperaturas & completamente reversivel, e
pode representar uma estratégia de protecio aos danos

rovocados pela energia luminosa absorvida e nao utilizada.

Quande & fotoinibicgéo é reversivel, e¢la pode ser
considerada como um processo regulatdrio, protetor, estando sob
controle fisiolégico (Krause, 1988). Esse estado envolveria
nodificacBes do P3Sp;, tornando-o menos eficiente na transdugio
da energia {Demmig & Bjdrkman, 1987). Como resultado, seria
inibido o acumulc de energia de excltacgdo pelos centros do PSi
74 no estado reduzido {(fechado). Caso contrario, permanecendo O
scomule de energia, ocorreria danos no centro de reacdo. A
reversibilidade da fotoinibicdo reguer a sintese de novo
(turnover) da proteina Dy (Ohad et al., 1984:; Hetherington et
al., 1989). ©Para Baker (1991}, estaria havendeo de fato
fotoinibicdc somente guando ocorressem dancs no centre de
reacdo. A gueda, simplesmente, na eficiénecia quéntica do PSS

pode significar apenas um reajustamento metabdlico induzido por
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mudancas na densidade de fluxe de fétons fotossintétions
{DFEF} , ndoc se caracterizando nem mesmo num  processc de
estresse (Lichtenthaler, 1996).

O processc fotoinibitdério muitas vezes se resume ao
fotodano, uma gueda na eficiéneia quantica provocada por danos
no aparelihe  fotossintético causados pela excessiva DFFF

(Walters & Horton, 199%3; Osmond, 1994),

Dwivedl et al. (19%3) se referem ao processe de queda na
eficiéncia guantica do PS8, como uma  repressio {down
regulation} da fotossintese, um  evento  independente da

fotoinibig&oc. Esse processs apresenta recuperagac plena, nio
dependente de luz, e pouco influenciszda por baixa temperatura.
Ao passo Jue, para esses autores, a recuperacdo da fotecinibicdc
requer impreterivelmente a presenca de luz de baixa intensidade
{em torno de 20 gmol/n@.s} para a reinsercd3o de uma nova
unidade da proteina D;. De acorde com Krause (1894}, a completa
recuperagédo da fotoinibigd3c é um processo lento, dependente de
baixa DFFF e de temperaturas ideais.

A gqueda na eficiéncia da utilizacido da energia luminosa &
tida, também, comc uma fotoprotecio por Demmig-Adams & Adams
(1982). Nesse caso, a energia excedente & dissipada na forma
térmica, como calor (Castro et al., 1995). Tal mecanismo de
protegdo evitaria, dessa forma, a formac@oc de espécies reativas
de oxigénio - o0s radicais livres - extremamente dancsos as

membranas cloroplastidicas.
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puando a planta se mostra incapaz de recuperar esta gueda
ne eficiéncia gquéntica, mesme apés ser mantida por trés a
quatro dias sob luz moderada, a fotoinibicgic ¢é considerada
crénica (Greer & Laing, 1832).

Nem sempre o©s sintomas apresentados e as zrespostas da
atividade fotossintética, pds-estresse, permitem uma distingdo
clara entre essas formas de redugio da eficiéncia quantica
provecada pela alta DFFF (Ludlow et al., 1988). © termo
fotoinibicdo muitas vezes é empregado de forma genérica fazendo

referéncias a eventos de fotoprotegdo ou fotodano.

1.7. 0 efeito da fotoinibigloc sobre o PSx;

o heterodimero Di/D; & consideradec a “espinha dorsal” do
centro de reacdoc do PSp;z. A esse heterodimerc se ligam & Pesor
Pheo, $» € Os. Na proteina D;, encontra-se um residuoc de
+irosina (Tyr 161, mails comumente denominada como ¥z ou apenas
z), © sitio responsavel pela doacdo de elétrons {originados da
oxidacdo da Hp0) para a redugdo de Peso’ (RoSs, 1592; Bowver &
Leegood, 18%87).

£ de consenso geral considerar o centro de reacdc do PSix
como © alvo primaric do processo foroinibitdério. Esse processo
inclui um dano funcional no transporte de elétrons através do
PS;; e um dano estrutural da proteina D: do centro de reacao

(Andersson & Styring, 1991; Barber & Andersson, 19%2; Prasil et

al., 1992; Aro et al., 1983).

19



Diversos estudos tém demonstrado gque iluminacioc intensa e
continua pode danificar o transporte de elétrons, tanto no lado
doador, como ne lado receptor do P8y {Prasil ef al., 19%2;
Anderson & Aroc, 18%4; Strasser et al., 1995).

No lado doador do fotossistema, a fotoinibkbicio deve
provavelmente afetar o funcionamento de ¥, ou de Fego, enguanto,
do lado receptor, o dano funcional estaria na dupla reducio
{nd¢c comum) de Qa (Setlik et al., 1990: Vass efr al., 18%92y. A
Qn duplamente reduzida & um estado anormal, sende inativa na
mediacfio da transferéncia de elétrons para Os. A captacio de
fétons por esse centro de reacdo {modificado} do PSiy pode
conduzir a recombinac8o de Pes'Pheo’, levando a formacdo de  Pesg
(clorofila no estado tripleto) (Van Mieghem et al., 19%2: VASS
et al., 1982; Vass & Styring, 1%93). Sabe-se gque a clerofila no
estado tripleto reage com O, gerando 'O {oxigénio no estado
singleto), uma molécula altamente reativa {(Eistner, 1982).

Varios resultados de estudos ({Durrant et al., 1990; Vass
et al., 1992; Macpherson et al., 1993} sugerem que o 'O,
desempenha importante papel no dano da proteina D1 mas o
mecanismo desse pProcesso ainda ndo foi totalmente
caracterizado. A acdo de 0o, pode estar na oxidacdo de alguns
residuos de aminoacidos (como a histidina responsavel pela
ligagdo de Pse a Di), no desencadeamento da formacdo, em
cascata, de outras espécies reativas de ocxigénioc e, ainda,

poderia atacar as duplas ligacSes entre carbono (-C=C-) de
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carotendides e/ou clorofilas (Barber & Andersson, 18%2; De Las

Rivas et al., 19%2), o gue provocaria mudancas estruturais no

centro de reagdo.
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2. OBJETIVOS

Ezste trabalho teve como  objetivos: &} avaliar

i

participagéc dos pigmentos fotossintéticos na tolerancia de
plantas jovens de cafeeiro (C. arabica L.} & temperaturas de
resfriamento; bj avaliar os efeitos da fotoinibigdco na
atividade do PS8 em e c¢) verificar a capacidade de recuperagao

do danc fotoinibitério.






3. MATERTAL E METODOS

2.1. Obtencio das pléntulas

Utilizou~se neste trabalho pléntulas de cafeeiro (Coffea
arabica L.} do cultivar Catuail Amarelo, obtidas a partir de
sementes doadas pelo Instituto Agronfmico de Campinas -~ IAC.

As sementes foram descascadas manualmente para a retirada
do pergaminho, e em seguida, mergulhadas em dgua destilada a
40°C. O recipiente contende as sementes fol mantido em banho-
maria de modo gue a Agua gue envolvia as sementes permanecesse
em temperatura constante (40°C} pelo pericdo de 24 horas.
purante esse pericdo a &gua destilada fol trocada a cada seis
horas. O procedimento de embebicac das sementes, COmo descrito
por Oliveira (1995), tem a finalidade de acelerar © processo de
germinacdo das sementes de café.

As sementes, apds embebicdo, foram germinadas em bandeias
plasticas contendo vermiculita lavada como substrato. AsS
pandejas foram mantidas em amblente completamente isento de
luz, com a umidade relativa do ar préximo a 80% e temperatura
em torno de 25°C, durante o dia, e 20°C, durante a noite. A
amidade do substrato foi mantida por meio de irrigagles
didrias.

As pléntulas no inicio do estddio de “orelha-de-onga”
(folhas cotiledonares) foram transplantadas para CoOpos

plasticos (500 mL), contendo uma mistura de sclo de mata e



arela lavada, devidamente esterilizados, na proporcio des 4:1
(v/v). Durante tode o procedimento de transplantio, foi
utilizada wuma luz verde, garantindo-se, assim, gue todas as
pléntulas permanecessem completamente estioladas. Apds essa
etapa, todas as plantulas permaneceram em camara de crescimento
(de fabricacdc prépria do departamento de Fisiologia Vegetal)

em completa auséncia de luz.

3.2. Ajustamento da metodologia

Foram realizados dolsgs ensaios com o objetiveo de escolher a
unidade de amostragem e a densidade de fluxe de fétons
fotossintéticos necessiria para induzir um processo
foteinibitdric no tecido foliar de plantas jovens de cafeeiro.

Foram utilizadas plantas jovens, de aproximadamente *rés
meses de idade, com cerca de seis pares de folhas definitivas.
Essas plantas, obtidas conforme iten 3.1., foram conduzidas em
cémara de crescimento (de fabricacido prépria do departamento de

Fisiclogia Vegetal) com iluminagic  (~150 pmol/m.s) e

temperatura (25°C/20°C, dia/nocite) controladas e com fotoperiodo
de oitc horas. Todas as determinacdes foram realizadas a

temperatura de 25°C.

3.2.1. Escolha da unidade de amostragem

A partir de uma unidade de amostragem composta por um par

foliar verificou-se que a concentrac3oc dos pigmentos foi
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craescente com a idade foliasr, com excecdo para a clorofila b

(Cloc b), cuija concentragdo ndo se altexou com a posigdoc ac par

foliarx (Figura Z). Os  procedimentos utilizacdes para &
determinacido dos pigmentos serdc descritos com detalhes no 1llem
3.5.) .

{ng/mL extrato)

[Pigmentos]

2 3 4
Par Foliar

ek

Figura 2 - Concentragiic de Clo a, b, e carotendides, e razdo Clo a/b, em folhas de plantas de
cafeeiro de diferentes idades. O par foliar identificado como 1 se refere ao 1° par de folhas,
completamente expandidas, a partir do 4pice das plantas. Us valores representam a média de
4 repetigBes com seus respectivos erros padres. As barras, para cada variavel, identificadas
pela mesma letra nfio diferem enire si pelo teste de Duncan (P<(,05). Nas barras ndc

identificadas com nenhuma letra, a variavel em estudo nfo apresentou significincia no teste I

Um fator de organizacdc da atividade dos cloroplastos € ©
processc de empilhamento das lamelas dos tilacdides com a

formacdo dos grana. Esse processce se correlaciona Ccom a Irazao

At

Clo a/b (Aro et al., 19%86; Anderson & Aro, 1994). De acordoe com
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& figura 4, observou-se uma tendénciz de aumento nos valoras

dessa razdo a medida que o tecido foliar se apresenta mails
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{ T/ Fy) refletiram o oprocesse de aclmuls no conteido dos

pigmentos. A figura 3 mostra uma diminuigioc nos valores de ¥y,

)

v € Fy e um aumento da eficiéncia na utilizac3ec da energia

luminosa pelc PE;r - tradurzide pela razido Fo/Fy - com o aumento

o

na idade (e organizacdo) do tecido foliar. A razio Fo/ By, m
parametro gue reflete o comportamnto global do aparelho
fotossintético, a eficiéncia quintica do PSi;, se correlacionou
com o0 processo de acumulo dos pigmentos,

A atividade peroxidativa, de forma geral, também aumentou
com a maturacgdc do tecido foliar (Figura 4), acarretando o
aumento dos nivels de peroxidacdo lipidica - estimado pela
madicio da concentragdo de malondialdeido (MDA - ol
procedimentos utilizados para sua determinacdc serdo descritos
com detalhes no item 3.6.% .

Com base nos resultados apresentados até agui, a unidade

amostral fol definida e padronizada como sendo o terceiro par

foliar completamente expandido a partir do apice.
B &
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Figura 3 - AlteracBes em algumas varifveis da cinética de fluorescéneia da Clo o de plantas
de cafeeiro em fungfo da idade das folhas. Cada ponto nas curvas representa a media de

quatro repetigBes © as barras indicam o erro padrio.
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Figura 4 - Efeito da idade foliar na peroxidagfio lipidica, expressa em termos do contetdo
de MDA acummlade no tecido vegetal, Cada ponto na curva representa 2 média de quatro

repeticdes ¢ as barras indicam o erro padro.
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3.2.2. Escolha do f£luzo de fétons fotosszintéticos

Definida & unidade de amostragem, uma folha do terceiro
par folilar foi coberta pela metade (no sentide longitudinaly,
com papel aluminio, mantida portante no B3CuUro, snguanto a
outra era submetida ac tratamento de luz. A metade mantida no
escuro fol considerada como o controle. No trataments de luz,
as folhas foram mantidas sob iluminacioc pelo periodo de cinco

minutos. A figura 5 ilustra a resposta das principais varidveis
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Figura S - Fluorescéneia inicial (Fo), maxima (Fy) e varidvel (¥v) da Clo a em folhas de
cafeeiro a 25°C em fungfo da densidade de fluxo de fotons fotossintéticos (DFFF). Os valores
estdo expressos como porcentagem do controle (100%). Cada ponto representa a média de

quatro repetic@es.
relacionadas & emissdo de fuorescéncia em fungdoc da intensidade
de radiagdc aplicada sobre o tecido foliar. Houve um aumento

nos valores das varidveis Fy, Fu e Fy guande se intensificou a
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radiagdc dincidente sobre o tecido folliar até o nivel de 540
;Ls;mo}_/mzssc Esse aumento na emissdc de flucrescéncia teria sido
uma conzgeguéncia direta do aumento dos receptores da energia de
excitacido, uma wvez gue fol observado aumentc no conteddo da
clorofila total nessa faixa de intensidade luminosa (Figura 6.
Com o aumento no fluxo de f£dtons fotossintétices, a partir ds
500 g,émol’./mz.s, chservou~se redugdc no contendo de clorefilas =

na razdo Fy/Fy (Figura 8).
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Figura 6 - Eficiéneia qudntica do PSy (Fu/Fy) ¢ teor de clorofila total em folhas de cafeeiro a
25°C em funcio da DFFF. Os valores estdio expressos come porcentagem da controle (100%).

Cada ponto representa a media de quatro repetigdes.

. - z P R
A partir de 300 umol/m".s, a atividade <fotossintetlica
comegou a ser afetada, com redugdc generalizada nas variavels

da fluorescéncia (Figura 5). A redugdo de Fy/Fy demonstra a
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ocorréncia de um processo fotoinibitdric am desenvolvimanto, a
medida gue se aumentou a densidade de fluxe de fotons
fotossinteticos incidente sobre o tecide foliar.

Com Dbase nesse ensaio, para garantir a indugdo da
fotoinibigdo nas folhas do cafseiro, padronizou—-se 2500 umol

fétons/m°.s como sendo a DFFF a ser utilizada.

3.3. Aplicagdo dos tratamentos

3.3.1. Bfeitos da temperaturz de resfriamentoc sobrae o apareiho
fotossintético de plintulas de cafseirs

Plantulas no estddio de orelha-de-onca foram transferidas
para cdmaras de crescimento {de fabricagdo prépria do
lakboratdrio de Fisiologia Vegetal), scb luz de bhaixa

intensidade (80 umol/m’.s), com fotoperiodo de oito horas. A

temperatura foi controladas (25°C/20°C, dia/noite) até a
aplicagdo do tratamento de resfriamento.

Uma semana apés a transferéncia, as plantulas iniciaram a
acumulacdo de pigmentos verdes; apds trés semanas elas se
encontravam totalmente pigmentadas.

Durante esse periode, as plantulas foram adubadas, uma vez
por semana, com solucde nutritiva {Hoagland & Arnold, 1931) e 3
umidade do substrato mantida com regas didrias. Semanalmente,
03 copos plasticos foram trocades de posicdc scbre a mesa da

camara de crescimento. Esse sistema de rodizio teve o intuito
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de uniformizar a interceptacfo de 1luz por parte das folhas
cotiledonares e minimizar gualguer diferenga na DFFF da cémara
de crescimento sobre as plantas.

0 material vegetal, ainda com apenas o par de folhas
cotiledonares, porém 34 pigmentadas, foram transferidas para
cimaras de cresciments (FORMA SCIENTIFIC Inc., modelo 24}, com
remperaturas previamente ajustadas de acordo com ¢ tTratamento
(10 + 3°C - tratamento de resfriamento e 25 * 3°C - controle). O
material vegetal permaneceu no escurco, sob essas temperaturas,
por vinte dias, tempo de duragfo do ensaioc.

Nesse periodo, os copes pléstices foram colocados sobre
pandejas contende agua, mantendo-se o nivel da agua na altura
dos dois primeiros centimetros a partir da base do copo. Por
capilaridade, a umidade do substrato £fol mantida proxima a
capacidade de campo. A Aagua das bandejas foi trocada
pericdicamente para evitar gque a temperatura da mesma
prejudicasse a absorgdo de Agua pelas ralizes.

Foram avaliados z cinética de fluorescéncia da Cle a, o
contetado de pigmentos & a peroxidacgdo lipidica, com amostragens

feitas em intervalos de dois e guatro dias para os tratamentos
de 10 e 25°C, respectivamente, <c¢om guatroc repetigles

representadas por guatro ensaios independentes.
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32.3.2. Avaliacgic da sensibilidade ac resfriamente durante o
processc de enverdecimentc de folhas cotiledonares de pléantulas
de cafesizo

As platulas no estéddio de orelha~de~onca utilizadas nesse
ensaio, foram mantidas, nos copos plésticos, na mesma zalza da
germinacgdo das sementes por cerca de 20 dias apds o
transplantio. O ambiente foil mantido completamente no escuroc. A
temperatura foi controlada {25°Cc/20°C, dia/noite) até a
aplicacdo do tratamento de resfriamento.

As  regas e adubacbes dos substratos durante as trés
semanas que precederam 3 aplicac8o do tratamento seguiram a
mesma rotina descrita anteriocrmente.

Para o tratamento de enverdecimento, as pléntulas no
estéddio de orelha—-de-onga, completamente despigmentadas, foram
transferidas para cé&maras de crescimento (FORMA SCIENTIFIC
Inc., modelo 24), com DFFF constante (150 pmol/m’.s) e
temperatura controlada, de acorde com o tratamento.

O nmaterial vegetal fol submetido ao Processo de
enverdecimento sob dois tratamentos de temperatura: 10 e 25°C.
Apbds oito dias a 10°C, a temperatura da cémara foi elevada para
25°C,

Foram avaliados a cinética de fluorescéncia da Clo a, o
contetido de pigmentos e a peroxidag8o lipidica com amostragens
feitas em intervalos de dois dias até o décimo dia, a partir do
gual este intervalc passou para gquatro dias. O ensaioc foi
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conduzide com  guatro repeticles representadas  por guatro

ensaios independentes.

3.3.38. BEfaitos da temparaturs de resfriamentso na
susceptibilidade de plantas jovens de cafeeirc & fotoinibigdo.
As plantulas em estadic de orelha-de-oncga foram mantidas

em cémaras de crescimento com iluminacdo {(~150 §m@lfﬂ5.s} @

temperatura (25°C/20°C, dia/noite) controladas e com fotoperiodo
de oito horas.

As regas e adubacBes dos substratos, bem como o rodizio
dos copos, segulram a mesma rotina descrita anteriormente.

ks plantas foram mantidas nessas condigles por
aproximadamente gquatro nmeses, apresentando cerca de seis pares
de folhas definitivas no ramo ortotrdpicoe no momento da
aplicagéo dos tratamentos.

Durante este periodo de condugdc das plantas, a infestacac
de pragas {(cochonilhas) fol controlada com aplicagles de dleo
mineral {(solucdoc de 1%, v/v), sempre gue necessarias.

As plantas foram transferidas para cémaras de crescimento

(FORMA SCIENTIFIC Inc., modelo 24}, ajustadas para temperaturas
de 10 % 3°C ou 25 % 3°C e fotoperiodo de ocitc horas, com uma

DFFF de 150 pmol/m®.s, para aplicagdo dos tratamentos de

temperaturas.
As plantas foram envelvidas en sSacos plasticos

transparentes, presos na base dos copos, para evitar a perda
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excessiva de agua. A irrigacdo foi mantida conforme descrito no
item 3.3.1.

O tratamento com temperatura controlada fol mantido por
dez dias, apds os guais as plantas foram submetidas ao
tratamento com alts DFFF.

Para o tratamento com alta DFFF, fol utilizado um proietor
de eslaides associado a um baldo volumédtrico de dois litros

contende adgua (Figura 7).

Figura 7 - Esquema da montagem experimental empregada na aplicacio do tratamento com
alta DFFF, onde: 1) projetor de eslaides; 2) balfio volumétrico e 3) posicionamento da amostra.

Este conjuntoc proporcionou a concentracaoc da DFFF na
superficie foliar em 2500 pmol/m’.s, sem a interferéncia do
calor gerado pela fonte de energia luminosa. A unidade de
amostragem fol composta do terceiro par de folhas completamente
expandidas a partir do &pice. Uma das folhas do par foliar foi
envolvida em papel aluminic para evitar a passagem de luz. Esse
material foliar gue permaneceu no escurc foi considerado como
controle do tratamento com alta DFFF. A outra folha do par foi

submetida a trés tempos de exposicdo & alta DFFF: 5, 30 & 60

34



minutos,

2 escolha da DFFF de 2500 umol/m°.s, bem comc da posicéo
de insercdo do  par foliax, foli com  base nos ensalos
preliminares (ver ajustamento da metodologia).

Neste estude fol avaliado a cinética de flucrescéncia da
Clo a. Ap6Gs o tratamento com luz, &= plantas permansceram sob
baiza intensidade luminosa (cerca de 20 pmolﬁm?.s} por até 180
minutos, para a recuperacdco das reacles de transferéncia de
elétrons e restabelecimento dos padrfes de oxi-reducgio. As
determinacées foram reallizadsas acs 0, 3, 5, 10¢, 15, 20, 30, &4,
80, 120 e 180 minutos apds a incidéncila da luz. ¢ ensalo foi
conduzido com cinco repeticdes representadas por cinco ensaios

independentes.

3.4, Cinética de fluorescéncia da clozrocfila a

As determinacgdes relativas a emissic de fluorescéncia da

x

Clo @ foram efetuadas & temperatura ambiente (~Z3°C) in vivo e

in situ empregando o filuorimetro portatil, PEL {Plant
Efficiency Analyser), da HANSATECH INSTRUMENTS Ltda.

Nesse aparelho, a fonte de luz para excitacdo utiliza um
conjunto de seis diodos com emissdo de luz de alta intensidade
{LEDs). Esse sistema de LEDs permite a ripida emissdo de luz de
alta intensidade (madxima de 3000 umol/m?.s) com baixa emissaoc

de calor. Essa caracteristica € de suma importédncia na acuricia

do sinal de fluorescéncia indcial {(Fe). A luz de emissdo do
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aparelho estd na faixa do wvermelho, entre 580 e 700 nm,  Com
pico em 6530 nm, permitindo, assim, uma absorg¢doc direta pelos
cloroplastos.

A luz de excitacdo utilizada nos ensaios foi padronizada
em 2400 umol/m’.s na superficie da folha, correspondente a §0%
da intensidade maxima fornecida pelec aparelho.

O material vegetal £foi pré-adaptado no escurc por 30
minutos antes das determinacdes de fluorescéncia. A adaptacéio
das folhas no escuro, na realidade, corresponde apenas a uma
area cilrcular do limbo foliar, de guatroe milimstros de
diametro. Tal adaptac8c, obtida por meio de pincas com um
sistema de Janela, permite a sua abertura, guande da medicio,
ou fechamento para adaptacic ao escuroc.

C tempo de 30 minutos & suficiente, para essa espécie,
para o “relaxamento” de todo o sistema transportador de
elétrons fotossintéticos (Cliveira, 1995), garantindo o estado
oxidado dos receptores de elétrons.

A partir do emprego de luz saturante (2400 umol/m*.s) e da
condigdo de completo “relaxamento” do sistema, o pico de
fluorescéncia emitido pode ser considerado como Fy.

Foram avaliados as seguintes varidveis da emiss3o de
fluorescéncia da Clo a: Fo, Fu, Fy, a Area acima da curva de
fluorescéncia compreendida entre Fy; e Fy, e as razdes Fe/Fu e

F¢/Fo. A figura 8 ilustra essas varidveis na curva de

fiuorescéncia.
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Figura 8 - Cinética da fluorescéncia da Clo o em folhas de cafeeiro (C. arabica) seguindo ¢
modelo, proposto por Strasser et al. (1995). No detalhe, a representagio da cinética da
fluorescéncia destacande as varidveis, com o eixo X plotado em escala linear. Nesta figura

(detalhe) a escala do eixo X foi extendida para melhor apresentagdio dos transientes.
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3.4.1. HMedidas de flucrsascéncia para © estudo dos efeites da
temperatura de resfriamentc sobre ¢ aparelho fotossintétice de
pléntulas de cafsgseires

As amositragens seguem © descrifc no item 3.3.1., as médias
e oz desvies foram plotados & as curvas obtidas, devidamente
ajustadas.

Com o objetive de expressar, por meioc dessas curvas, os
efeitos do tratamentc de resfriamentc proporcionalmente ao
controle, foi feito uma relacdoc matemética com as eguacdes das
curvas. A eguagido resultante expressa a resposta, de cada
variavel, apds aplicagdo do tratamento de resfriamento em
porcentagem do controle. Abaixce € dado um exemplo da relacdo

matemética utilizada.

Trat. controle =5 Y. = as + bex + Cox° (BEg. 1)
Trat. resfriamento = Y, = a, + by;x + c;x° (Eq. 2)
Trat. de resfriamento como porcentagem do controle

= Yy = (Y:/Ye).100 (Eg. 3)

A equagdo resultante (3} foi usada para obtencdo dos
pontes plotados nas figuras gque expressam a resposta das
varidveis em funcdoc do controle (% do controle). A partir
desses pontos as curvas foram devidamente ajustadas. As
eguacdes Com 08  seus respectivos coeficientes R® 880

apresentadas no apéndice,
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3.4.2. Medidas de fluorescéncia pasra a avaliagdo da
sensibilidade ac resfriamento durante o processo de
enverdecimento de folhas cotiledonares de plintulas de cafesizo

As amostragens seguem o descrito no item 3.3.Z.. Na figura
gque representa a resposta daz razio Fy/Fy, foram destacados com

circulos {(tratamento controle, 25°C) e guadrados (tratamento de

resfriamento, 10°C), oito tempos durante o processo de
enverdecimento das pléntulas de cafeeiro, para serem
interpretados na forma dos transientes “OJIP” da fluorescéncia.
Esses hempos estdo representados nos gquatro quadros (A, B, C =
Dy gue compdem a figura 34.

para obtencio dos transientes “OJIPY, a escala de tempo de
aguisi¢do do sinal de fluorescéncia foi logaritmizada. Dessa
forma, foi possivel visualizar os transientes “JY e I,
intermediarios entre “0” ou Fy e “P” ou Fyx. De acordo com
Strasser et al. {1995}, o© transiente “0” representa a
fiuorescéncia inicial, sendo seu registro padronizado aos 40 s
da emiss3c do sinal de fluorescéncia, eliminando, dessa forma,
gualguer interferéncia eletrdnica do aparelho. Os transientes
“J* e “I7 sic definidos por esses autores come sendo © primeiro
e o segundo platds, respectivamente, na subida do gsinal entre a
fluorescéncia inicial e a méxima. O transiente "P” representa o
ponto méximo de subida do sinal.

A partir da cinética de fluorescéncia foi calculado ¢
sumento inicial da fluorescéncia, definido por BStrasser et al,
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(1983) como {(Fasops = Fsops) /Fo, onde: Fipous € Fsope Correspondem 23

fluorescéncie emitida nos tempos 300 e 50 pus, respectivamente.
Ainda, segundo esses autores, essa relacdo & um bom indicarivo
da velocidade de reducdo de Q. para Qs .

Também fol calculade, a fluorescéneia varidvel relativa

{(dV/dte), definida por Strasser et al. {1985} como: dv/di, =

{FBGGgs“FSst} / (Fu~Fo) .

3.4.3. MHedidas de fluocrescénciz para o estudo dos efeitos da
temperatura de resfriamento na susceptibilidade de plantas
jovens de cafeeiro & fotoinibicdo.

As amostragens seguem o descrito no item 3.2.3.;, &s médias
e desvios das variédveis Fp, Fu, Fy, tempo para ocorrxéncia da Fy
(Temax) » area, Fy/Fy e Fy/Fo, foram plotades e as curvas
devidamente ajustadas. As equacles com os seus respectivos
coeficientes R’ sdo apresentados no apéndice.

Nesse ensaio, a cinética de emiss3oc da fluorescénciz da
Clo a foi interpretada, também, segundo a curva pelifasica (0,
J, I e P) de aumento da fluorescéncia proposta por Strasser et
al. (1985). Para esse estudo, foram considerados os tempos de

0, 5, 30 e 120 minutes.

3.5. Conteldo de pigmentos
Para as determinacdes da concentracdoc das Clo’s a e b =

carotendides, uma amostra de 50 mg (PMF) do tecido foliar foi
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retirada e cocleocada em tubo de ensaio contendo 5 ml de acetona
80%. Apds banho-maria a 70°C por 20 minutos, a amostra foi
deixads esfriandoe no escurce e, em segulida, corrigiu-se o volums
dos tubos para os 5 nl inieciais, As leituras foram realizadas
no espectrofotdmetro Micronal B3890, nos comprimentos de onda
470, 646 e 663 nm, sendo os cidlculos realizados segundo

procedimento descrito por Lichtenthaler & Wellburn (19%83).

2.8.1. Conteltds de pigrentes ne estude dos efeitos da

bt araturs o resfrias

ente sobre o aparslho foitcesintdtice de

pléntulas de cafeeirxe

As amostragens seguem o descrito no item 3.32.1.. A
concentracdo das Clo's a e b e dos carcotendides (Cic) foram
expressas com relacdo & concentracéc desses pigmentos no tecido
vegetal no inicic do ensaioc. Para essas determinagles foram
tracadas as curvas gue melhor se ajustaram aos dades. Foram

calculadas também, as taxas de actmulo dos pigmentos.

3.5.2. Conteldo de pigmentos na avaliagic da sensibilidade ao
resfriamento durante o© processc de enverdecimente de folhas
cotiledonares de pléntulas de cafeeiro

As determinacdes foram realizadas em intervalos de dois
dias até o décimo dia, a partir do gual este intervalc passou
para gquatro dias.

As concentraches das clorofilas e dos carcotendides foram
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expressas em valores absolutos e relativos ao conteldo dos
pigmentos totais (Clo a+b + Cuel. A partir das curvas ajustadas
foram determinados para cada tratamento: a concentragdo, o
tempo, €@ © incremento (com relacdo ao inicio) no pontc de
maximo e de t/2 (50% do maximo), de cada pigmento.

Foram determinados, também, a razic Clo a/Cle b e o
espectro de absorcdo dos pigmentos cloroplastidicos a partir de
aliguotas do extrato utilizade para a guantificacidoc dos
pigmentos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro

Bekman DU=70, com varredura entre 400 e 750 nm 3& temperatura

ambiente [~2B%C).

3.6. Peroxidagéo Lipidica

A estimativa da peroxidacdc de lipidios das membranas foi
determinada pela medida do contetdo de MDA, um subprodute da
peroxidacdc lipidica, em extratos de tecido foliar.

Foram tomadas amostras de 150 mg (PMF) do tecido foliar. A
mesma foi macerada em 5 ml de &cido triclorcacético {TCAY) a
0,1% mna presenca de polivinil polipirrolidona (PVPP}) na
proporgdc de 1:1,5 (PMF:PVPP). O uso de PVPP se faz necessario
para a protecdo contra a formacgdo de complexos fendlicos, que
poderiam interferir nas leituras de absorbancia mascarando os
resultados.

O homogenate foi centrifugado a 10.000 RPM por cinco

minutos; do sobrenadante retircu-se uma aligquota de 1,0 mL e
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misturou-se a 4,0 mL da mistura TCAR 20%, contendo TBA {Acido
riobarbitérice) 0,5%. Essa mistura foi fervida a $5°C por 30
minutos, seguindo-se de répido resfriamento em gelo. Rods
centrifugacdo a 10.000 RPM, por dez minutos, a amostra foi lida
em espectrofotdmetro Micronal B220, a 535 e 600 nm., A leitura
em 600 nm tem a finalidade de eliminar a interferéncia dos

pigmentos, due podem ter uma peguena absorcic também, em 535

nm.

A concentracdc de MDA foi calculada usando a seguinte
equacdo: [MDA] = (Asss~Aex)/ (§.D) onde; £ (coeficiente de
extincdo) = 155 mM'/cm e b {(comprimento otico) = 1 cm.

Esse procedimento segue aguele descrito por Dhindsa et al.

(1981}, adaptado de Heath & Packer {1868} .

3.6.1. Perczidagic de lipidics no estude dos efeitos da
temperatura de resfriamentoc sobre o aparelho fotossintético de
plantulas de cafeeirxc

As amostragens seguem o descrito no item 3.3.1.. A
concentracdc de MDA fol expressa em fungdc do tempo de
aclimatacdo aocs tratamentos e do conteudo dos pigmentos totais.
para o© +tratamento a 10°C, os dados foram ajustados em duas

retas, respeitando a dispersdo dos mesmos, Jue se apresentaram
em dois grupos distintos: o primeiro, do inicio ao décimo
segundo dia, e o segundo, a partir do 122 dia até o final do

ensaioc. Para o tratamento a 25°C os dados foram ajustados como
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uma reta.

3.6.2. Peroxidacio de lipidiocz na avaliagio da sensibilidade ao
reafriamente durante o© processe da asnverdecimento de folhas
aotiledonares de plantulas de cafeeiro

Para esse estudo as amostragens seguen o descrito no item

3.3.2..



4., RESULTADOS

4.1. Efeitos da tewperatura de resfriamento sobre o aparslhe
fotogsintético de plintulas de cafeeiro.

A figura 92 mostra, em valores absolutos, © aumento no

resfriamento, gquanto no controle (25°C), apesar do decréscimo

inicial {(até o 3% ou 7% dia) na curva do tratamente controle e a

partir do 16% dia na temperatura de 10°C. Porém, guando os dades
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Figura 9 - Fluorescéncia inicial (Fo) (em unidades de fluorescéncia - UF) em folhas de
cafeeiro, em funcio do tempo de aclimatacfio s temperaturas de 10 ¢ 25°C (A). A curva da
figura B, corresponde ao tratamento de resfriamento com os resultados expressos com base no

controle. Cada ponto representa a média de quatro repeticBes e as barras o erro padrio.

foram exXpressos em porcentagem do controle, verificou-se gue ©

aumento em Fy foi superior nas plantulas tratadas a 10°C,



durante o©s primeiros 18 dias do ensaio, atingindce o ponto de
maximo em torno do 8% dia (Figura 9B). A partir de entdo, o
aumento de Fy nas pléntulas submetidas ao refriamento foi cada
vezZ menor {relativamentse ac auments no controlel, atds ser

superade pelos nivels do controle apds o 162 dia.

-t
o

Houve guada nos valores absolutos do sina

fluorescéncia maxima para os dois fratamentos em estudo {(Figura

10A).
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Figura 10 - Fluorescéncia méxima (Fy) (em unidades de fluorescéneia - UF) em folhas de
cafeeiro, em funcfio do tempo de aclimatagfo 3s temperaturas de 10 e 25°C (A). A curva da
figura B, corresponde ao tratameto de resfriamento com os resultados expressos com base no

controle. Cada pontc nas curvas representa a média de quatro repeticBes e as barras o erro
padrdo.

Os dados do tratamento controle, até o terceiro dia,
diferiram do aspecto geral (em queda), sendo esse crescente.
Esse padrdc de resposta foi semelhante ao observado para a

variavel F.. A Fy em relacdc ac controle (Figura 108},
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apresentou uma Jueda até o terceiro dia, a partir do gual =la
fFoi  crescente, superando o controle apds o sSeXto dia =&
atingindo o seu valor maximo por volta deo 162 dia, guando
iniciou uma gueda.

Tnesperada fol a gueda acentuada no sinal de By vaerificada
ne tratamento controle apds o 3% dia (Figura 10AR). Comparado

=
=

com o valor de Fy no inicico do tratamento (Fw=3743), o sinal no

final do tratamento a 25°C caiu pouco mais de 113 (3319),

enguanto no tratamento a 10°C essa gueda ficou proxima de 5%

-

{38

in

53).
Completando essas observagdes, a figura 1IA demonstra a

resposta do pool de plastoguinona, representade pela area

o

)

delimitada entre o©s sinais F; € Fu, em funcdc do tempo de
exposigdo aos tratamentos de temperatura. Nessa, fol constatado
a expressiva diferenca entre os dados que representam ©
rratamente de resfriamento com os do controle. O pool de
plastoguinona a temperatura de 10°C se manteve baixo, variando
multo pouCsG, enguanto ne tratamentoc controcle subiu,
praticamente dobrando os valores iniciais. Considerando-se O3
valores relativos (% do controle} do pool de plastcoguinona
(rigura 11B}, observou-se Jueda constante desses valores com ©
tempo de tratamentc a 10°C,

A figura 12A ilustra a gueda na razdo F./Fx com ¢ tempe de

aclimatacdo, tanto no tratamento de resfriamentoc {(10°C) guanto
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gquande, entdo, inlciou-se uma gquedsa.

inicial também pode ser comprovada peleo malcr fluxo de

oy

L]

lérrons, caracterizade pela gqueda inicial na curva de

(Figura 9A). A partir do terceiro dia, a eficidncis guiantica no
tratamento controles dacresceu, aparentemante com Laxas

constantes, até ¢ final do ensaio.
As pléntulas tratadas & tempsratura de resfriamento

ncia quéntica até préxzime ac

(o

mostraram uma constdncia na sfici

guarto dia. A partir de entdo, a razio Fy/Fy comegou a decrescer

®

assim prosseguiu até o fim do experimentc. Os valores de Fv/Fy
das plantas do tratamento a 10°C estiveram préximos dagqueles do
controle entre o 62 e o 12% dia, apds os guals a redugdo nas
plantas & 25° £oi mais acentuada, se afastandc da tendéncia
apresentada pelo material tratado a 10°C (Figura 1ZA).

A eficidncia quantica relativa (% do controle] das
plantulas submetidas 4 temperatura de resfriamento, apbs uma
gueda inicial, fol crescente a partir do guarto dia, superando
o controle apds o© nono dia (Figura 12B}. Com a gqueda na
eficiéncia guéntica do material controle, a eficidéneia relativa
das plantas tratadas a 10°C aumentou, superando, no final do
ensaio, em mais de 6% a eficiéncia apresentada pelo controle
(Figura 12Bj.
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A razao Fy/F; apresentou um padric de resposta semelhante
ao da razdo FEy/Fy. A curva referente ac tratamento controle
(Figura 13A) mostrou um aumento da relacdoc até o terceirc dia,
apbs © gual a mesma sofreu gueda constante. Ac final do ensaic

vw/Fo para o tratamento controle diminuiu

LE3]

(19% dia), a razio
pouco mais de 20% do seun valor méximo, uma queda mais
acentuada se comparada a da razdoc Fy/Fy (préximo de 5%).

Com o tratamento & temperatura de resfriamento (Figura
134), houve redugio na razio Fy/F; ao longo de todo o periodoe
gue se& desenvolveu o estudo, com redugdo, assim comn acontecsy

em Fy/Fu, menor que a do tratamento controle.
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Figura 13 - AlteracBes na razfio Fv/F, em folhas de cafeeirc, em fungdo do tempo de
aclimatagdo as temperaturas de 10 e 25°C (A). A curva da figura B corresponde 20 tratamento
a 10°C com os resultados expressos com base no controle. Cada ponto representa a média de

quatro repeti¢bes ¢ as barras ¢ erro padrio.



A figura 13B apresenta a variacdo da razdo Fy/F, durante o

trataments a 10°C com base no controle (% do controlel. O

nadric de resposta fol semelhante ao apresentado para a razao

}

T

Fu/Fu, porém com valores um pouco mais expressivos. Enguanic a

gqueda apresentada por Fy/Fy nos qguatro primeiros dias foi de

4

apenas 1% I{relative ao controle) - ainda assim significative

¥

pelo teste de Duncan (P<0,03) - a gueda em F¢/Fp fol cerca de

oito vezes malor nesse periodo. A partir do nono dia, a razido

¥y/F, apresentou valores acima do controle, chegando a supsra-lc

am atd 20% ao Final do exrperimento. Esse wvalor fol mails
fo

significative gque o apresentadce pela razdo Fy/Fy. De fato, as

p

{.ﬂmj

duas razdes apresentaram uma alta correlagdo entre si, acima de

39%, independentemente do tratamento aplicado (Figuras 14A e

Bi.
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Figura 14 - Correlagio entre as razdes Fyv/Fy e Fv/Fy medidas em pléntulas de cafeeno, sm

fungdo do tratameto de temperatura aplicado: (A) controle: 25°C, (B) resfriamento: 16°C.
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As figuras 15, 16 e 17 mostram = variagdc na concentrac
dos pilgmentos fotossintéticos em folhas cotiledonares (“orelha-
de-onga”) de pldntulas de cafeeiro, em resposta ao fratamento

de balixa temperatura {(10°C) e controle (25°C), ambos no escuro.
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Figura 15 - Alteragles na concentra¢io da Clo ¢ em plintulas de cafeeiro, em resposta ao
tempo de aclimatagdo dos tratamentos de resfiiamento (10°C) e controle (25°C). Cada ponto
corresponde a meédia de quatro repeti¢Bes ¢ as barras o erro padriio. A concentracdo de Clo a

no tempo 0 € igual a 134,73 ug/g MF,

Para as plédntulas mantidas a 25°C, o acumule no contendo
de todos os pigmentos apresentou um padrdo semelhante. O aluste
matematico do conteldde de pigmentos em funcdo do tempo, £foi
feito através de polindmio do 3 grau, destacando tré&s fases
distintas. A partir do inicio do tratamento, o incremento no
conteude dos pigmentos deu-se rapidamente até o sétimo dia,
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seus conteldos iniciais. Apds essa fase inicial, o© actumulo dos
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Figura 16 - AlteracOes pa concentragio da Clo 5 em plantulas de cafeeiro, em resposta a0
tempo de aclimatacBio dos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). Cada ponto

corresponde a média de quatro repetigdes e as barras o erro padrio. A concentragfio de Clo b
no tempo 0 € igual a 40,95 ug/g MF.

As taxas de incremento no contetdo dos pligmentos nessa
terceira fase foram superiores as da segunda fase, porém abalxo
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daquelas apresentadas na primeira fase (Tabela 1). Nesse

periodo, as plédntulas acumularam, tanto para clorofila a, b e

carotendides cerca de 2/3 do contetdo total.

3

A concent

I

acdo de carctendides, gque inclui caro

i
£
3
0
&3]
1]

xantofilas (Figura 17), apresentou o mesmo padric que o dos
pilgmentos verdes. Porém, com  taxas de acdmulc malores

principalmente com relacdo & terceira fase do processe (Tabela

i,
sEin
O
Y
[
3‘..4 &
[0
3
)

oy

L

(valores relativos)
i
i

[u]

10%C

{Cxﬂrc]

]

! i i

H
0 4 8 12 16 20
Tempe (dias)

Figura 17 - Alteracles na concentragfio dos carotendides em plantulas de cafeeiro, em
resposta ao tempo de aclimatagio dos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C),
Cada ponte corresponde a média de quatro repetices e as barras o erro padrio. A

concentragdo de C, .. no tempo 0 ¢ igual a 22,64 ug/g MF.
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Tabela 1 - Taxa de actmulo dos pigmentos cloroplastidicos, em folhas cotiledonares de
plantulas de cafeeiro, durante o periodo de aclimatagfo & temperatura de 25°C. Os valores na

tabela correspondem 2 taxa média didria (% do inicio) de actmulo dos pigmentos dentro de

cada fase.
Intervalo de Tempo de Tratamento {(dias)
Pigmento 12 Fase (G -7 22 Fase (7-15) 3 Fase (15-19)
Clo a 34,5 4,0 17,0
Clo b 5,5 7,4 16,5
Carotendides 28,0 &,0 28,0

Com relagldo ac tratamento de resfriamento, também fol
abservada uma samelhanga no  padric de  agdmule entre 03
pigmentos, descrevendo uma curva assintdtica, com a
estabilizacic em ftorno do 8% dia (Figuras 15, 16 e 17). O©
contetade dos pigmentos durante esse tratamento apresentou um
intenso ganho nos oito dias iniciais (com taxas meédias em torno
de 35% ao dia para as clorofilas e 33% para os carotendides},
guando entdo estabilizou. Ao final dessa fase, o aumento no
conteddo desses pigmentos fol cerca de 3,7 vezes do valor
observado no inicio do tratamento, prdéximc ac observado para ¢
tratamento controle para esse mesmo periocde. A segunda fase se
iniciou a partir do 82 dia, com o ganho praticaments c<essando
(taxas de 2% aproximadamente), enguanto nas pléntulas controle
o acumulo continucu, principalmente no 18° dia (Figuras 15, 196
a 17).

Com relacdc ac material vegetal utilizado nesse ensaio,

ocbservou-se gue inicialments os valores da razdo C(lo a/b
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corresponderam ao ambiente no qual as plantas se desenvolveram
ou seja, na luz; nessas condicdes, a razic ficou préxima de 3,3
{Figura 18). Com ¢ decorrer do tempo de aplicacdo dos
tratamentos (10 =  25%C, houve uma reducdc nessa razio,

passando de 3,3 para proxime de 2,9 no 12° dia. Porém, a partir

0 4 g8 12 15 20
t i t ] +
3,47 §
I
3
e 3,2 - ‘; -
23,0 B i 7
. 7 E = I .
o ; 2 9 4 O
o
o 2,8
. &  25°%C |
2,6 o 10°%C
D Qq’ § T 1 i i !?
! G 4 3 1z 16 20

Tempo (dias)

Figura 18 - AlteragBes na razfio Clo a/b em pléntulas de cafeeiro, em resposta ao tempo de
aclimatagdo dos tratamentos de resfriamento (10°C) e comtrole (25°C). Cada ponto

corresponde 2 média de quatro repeticSes ¢ as barras o erro padrio.

de 12° dia, essa razio apresentou uma tendéncia crescente,

chegandc ao valor de 3,1, guando  foram encerradas as
determinacdes, no 182 dia (Figura 18). No tratamento a 253°C, o

vaior da razd¢o se manteve até o final do ensaio.
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A figura 19 ilustra a resposta da razioc entre clorofilas
rotais e carctendides (Clo a+b /Cue) coOm O Lempo de aclimatagio

ans tratamentos.

0 4 g 12 16 20
9,0~ & 253°%¢ -
o 10%C _
3,5+ o - .
-é,- =
X F
Y 8,0- = . .
o = 2 e S
h i
o3 ?;5"‘ ; -
r.w..i; —
03 4
7,0 .
=
=)
6;5%5 - .
G H i ] t i t
0 4 g 12 16 20

Tempo {(dias)

Figura 19 - Alteragles na razdo clorofilas totais/carotendides em pléntulas de cafeeiro, em
resposta ao tempo de aclimatagdo dos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle {25°C).

Cada ponto corresponde 4 média de quatro repeticBes e as barras o erro padrdo.

A temperatura de resfriamento influin diferentements no
acumulo de clorcfilas e carotendides. Com © tratamento de
resfriamento verificou-se, Jue a rendéncia predeominante, nos
dois primeirocs dias, fol de aumento no acumulo de carotendlides
em relacdc ac de clorofilas, ievando a uma gueda acentuada na
raz3c clorofilas totais/carotendides. Entre © segundo € ©
décimo dia, a taxa de acumulo das clorofilas superou a dos

carotendlides. Fredominantemente, a taxa de aclmulo de
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carctendides fol inferior & das clorcfilas, estabilizando-se a
partir do deécimo dia até o final do ensaio. Entre o segundo e o©
décimo (ou 18%) dia, o aumento na razdo clorofilas
totais/carotendides foi de aproximadamente £28%, ou se
periodo, © actmulo das clorofilas superou em pouco mais de um
gquarto o acumulo de carotendides.

Analisande a curva do trataments controle {(Figura 19},

pode-se verificar o efeito da temperatura sobre a razao

i*"‘

clorefilas a+b/carotendides. A taxa de acamulo das clorofilas

(i
D~
9}

fol muito semelhante a dos carctendides até o dédcime primeirn
cdia, guando, entdo, a taxa de acimule desses supera a das
cloreofilas, de modo crescente.

A figura 20 representa as alteracdes na concentragido de
malondialdeido (MDA) durante o periodo de aclimatacdo aos
tratamentos. Com o tratamento controle, observou-se queda na
(MDA], com taxas decrescentes praticamente no decorrer de todo

o periodc do ensaio. O tratamento de resfriamento também
resultou em gqueda, porém mencs intensa. Apesar da condigdo de
estresse (10°C) em que se encontrava o material vegetal, o
nivel de peroxidagdo lipidica se apresentou em gueda, com o©
tempo de tratamento.

As plantés submetidas ao estresse pelo resfriamento
apresentaram, basicamente, duas fases no nivel de peroxidagio
lipidica (Figuras 20 e 21). Do inicio ao 12°% dia de tratamento,

corresponderia a primeira fase. Nesse periode, os niveis de MDA




segundo & o décimo segundo dia, a concentragdo de MDA

praticaments ndo foi alterada, D gue Ccorresponde a  uma
P R P, o T ovrem d oo -1 2 g Aa = v e oo
sstabilizacio nos nivels de degradacdo das MeMDranas
clorcpliastidicas. Uma segunaa fase iniciou=-se 3 partir do 122
Sia, prosseguindoe  até o final do ensaio. Nessa fase, a

valores superi:
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Figura 20 - Alteracfo na atividade lipoperoxidativa, expressa em termos da concentragio de
MDA, em folhas cotiledonares de cafeeiro, em fungfic do tempo de aclimatacio dos

fratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). Cada ponto corresponde a média de

quatro repeticOes € as barras o erro padrio.




Cbhservou=-se qgue houve uma correlacgdo (r = 87,1%) entre o
acumulo dos pigmentos totais e a concentracdo de MDA no
tratamento controle (Figura 21). Quanto maior a concentracidco de

dica (menor concentracic de

]

ey

pilgmentos, menor a peroxidacido lip
MDA} . Para o tratamento de resfriamento, obssrvou-ze duas Ffases

nessa  correlacdo: uma primelra de mencr declividade ir =

85,8%), seguida de uma segunda (r = 86,3%), formada pelos
0 160 200 300 400 500
§ ; } z ; «
Tratamento: 10°C { o )
10 - Y = 24,68-0,0450 % -
GL;;._H?_ r = 86,3% ., |
< g:“‘i““w-_g ; -
s i S | LTy
= A L
o
\ e N m‘\ -
— - o
0 = :
E o -
= Tratamento: 10°C ( & ) SN \
X 4Y = 9,73-0,0037 x o Tio A
- N
= r = 85,8%
4= rratamento: 25%°C ( o ) 7
Y = 11,07-0,0140 x
= jos?
Tro= 97,13 5
o T
0 100 200 300 400 500

[Pigmentos Totais] (valores relativos)

Figura 21 - Alteracfio na atividade lipoperoxidativa, expressas em termos da concentragio de
MDA, em folhas cotiledonares de cafesiro, em fungfio da concentracdo de pigmentos totais.
Cada ponto corresponde a média de quatro repeti¢Bes. A seta indica o 12° dia, a partir do qual
iniciou-se a segunda fase na atividade peroxidativa dos lipidios das membranas cloroplastidicas.
A segunda reta {(com 2 equaco ¢ o coeficiente 1), no tratamento a 10°C, foi ajustadas para os

valores obtidos na segunda fase {ap6s a seta).
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valores obtidos a partir do 12° dia [(segunda fase da atividade

peroxidativa), de malor declividade. Ao gue tude indica, a

T

{

mperatura de resfriamento também influiu (pela redugdoc na

atividade metabdlica) na reducdc da atividade peroxidativa,
tendo em vista gue nesse LCratamente (10°CY a correlacidc entre a

atividade peroxidativa e a concentragidc dos pigmentos fol menor

«3

(~86,0%; gque a apresentada pelo tratamento controle (~97,0%)

(FPigura 21).

4.2. Avsiiacio da senzibilidasde ac resfrismente durante o
processo de enverdeciments de folhas cotiledonares de pléntulas
de cafseizo

C padrdo de sintese deos pigmentos £fol praticaments o
mesmo, tanto para as clorofilas guanto para os carotendides
{Figuras 22, 23 e 24). As pléantulas submetidas ac tratamento
controle (25°C) rapidamente iniciaram o processc de acumulo de
pigmentos, atingindo um madximo préximo ao 242 dia.

No 24% dia, os conteddos de Clo a e b nas folhas
cotiledonares (Morelha-de-onca”) foram, respectivamente, cerca
de 30 (706 ug/g MF} e de 5 wvezes (244 ug/g MF! mailores gue oS
contetdos no primeiroc dis do ensaio. Dentre as clorofilas, a
taxa de sintese da Clo a fol cerca de guatro vezes malor gue a
da Clo b. ©No décimo dia de ensaio, gquando as folhas

cotiliedonares acumularam cerca de 20% do seu conteddo maximo, a
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taxa de sintese da Clo a foil de aproximadamente 323 ug/g.dia
contra os cerca de 7,5 Ug/g.dia para a Clo b (Figuras 272 e 23).
Com relagdo a Clo 2, essa taxa fol superior & apresentada no
ponte de maximo

-4 6 4 8 12 16 20 24 28

: ! H i
i i i 1
& 23
200+ M= 262 dia -
o 10°%C 05,6 ualg ¥
Tx.= 28,4 ug/g MF.dla
i g, ]
[
= 6004 i} .
T/Z=105 dia
o bl - M= 242 dia
~ 352,8 ua/g ¥ %= 242
rm .= 33,0 358,68 aalg ME
= Tx.= 13,1 ug/y MF.dia
s . }
w300 5
)
1_{ -t
O
188 dia
@ B r q/(j' MF "
.= 7,5 ng/g MF.dia
{ T i { T i !

Tempo (dias)

Figura 22 - Concentragio da Clo a em plantulas de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). A seta
indica a mudanga da temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a

média de quatro repetigBes e as barras o erro padrio.

maximo (28%), enquantc que para a Clo b ndo diferiu muito (8%).
O acumulo dos carotendides no 24° dia (131 wug/g ME)

superou em mais de 100 vezes o conteGdo do primeirc dia

(1,3 pug/g MF) (Figura 24). O actGmulo de 50% do contetdo maximo

desses pigmentos deu-se por volta do nono dia, com incremento
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1

de 7 ug/g.dia, prdéximc ao da sintese da Clo b e infericr aoc da

Clo a. Esse incremento feol, também, ligeiramente superior ao de

sintese no momento de maxima concentracide dos carotendides, 1o

242 dia, que fol de Sug/g.dia.

-4 O 4 g 1z 16 20 24 28
1 ,
300+ & 25°C Mi.= 24° dia ~
] o6 10° 243,8 ug/g ¥F |
Tx.= 8,2 pg/c WF.dia
250 4 U -
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123,35 pglg ME

Tx.= 3,2 ugfg WF.dla
I
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1219 uglg WF #
Tx.= 7,5 ug/y ¥F.da | g
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Figura 23 - Concentracdo da Clo 5 em plintulas de cafeeiro durante o perfodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). A seta
indica a mudanca de temperatura do tratameto de 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a

média de quatro repeticdes e as barras o erro padrio.

Durante a aplicacdo do tratamento de resfriamento,
ochservou-se a inibigio na sintese dos pigmentos
cloroplastidices, pois durante os oito primeires dias, guandoe a

E~y

temperatura foi mantida em 10°, ndoc se observou nenhum
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acréscimo no c¢onteude desses pigmentos, mesmoe sob condicdes de
- - 2 = . .
DFFF moderada (130 wmol/m".s). Somente a partir do 16% ou 182

dia f{oito a dez dias apds o retorno a 23°C) foi observado

in

pegueno incremento no conteldo desses pigmentos (Figuras 22, 23

e 24).

i 1 T H T T H T
SR Max,= 242 dia
1604 & 237C 130, 6 pglg MF _
o) },OQC Tx.= 5,4 p.g/g ¥ dia
i g
120 ’}
T?T;.I_é i
= i ©/e= 9% dia
65,3 pglyg MF o .
T , Max .= 242 dig
Tx.= 7,1 pgly ME.dia
~ 804 rarg = 1 %69 pag W 4
g Tr.= 2,3 po/g MF.dia
8]
+ 40 "
x
L
0 - 28,4 ug/g ME .
Tx.= 1,5 ug/g WF.dia
[ 3 i £ i 1 i H
~4 0 4 8 12 1& 20 24 28

Tempo (dias)
Figura 24 - Concentragio dos carotendides em plantulas de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) ¢ controle (25°C). A seta

indica a mudanga de temperatura do fratamento de 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde 3

média de quatro repetigdes e as barras o erro padrio.

Apds o 20° dia j& estaria havendo um acumulo significative
desses pigmentos com padrdes semelhantes entre eles. Apesar
dessa semelhan¢a no padrdo de acumulo dos pigmentos, as taxas
de sintese dos mesmos, verificadas apds a transferédncia de 10
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para 25°C, diferiram notadamente. A Clc a apresentou o0s maiores
incrementos (7,5 ug/g.dia), seguida pelos carctendides (1,53

ug/g.dia) e finalmente pela Clo b (0,8 ug/g.dia}, registradas no
tempo “t/27, ou seda, no tempo correspondente ao acumulo de 50%
Ao contendo maximo. Esses incrementos representam
aproximadamente de 1/4 (para a Clo a e carotendides) a 1/9
ipara a Clc b} daguelas apresentadas para ¢ material controle
(Figuras 22, 23 e 24). As mesmas foram alcangadas no 18% dia
(com excecdo para a Clo b, 15% dia), ou seja, 10 dias apds a
retomada da temperatura.

No tratamento a 10°C, a concentragdo méxima dos pigmentos
foi atingida no 242 dia {Clo a e carotendides) e 23% dia (Clo
b}, semelhantemente ao tratamento a 25°C. Nesse momento, ©
contende acumulado dos pigmentos equivaleu a 50% do apresentado
no controle. ©C mesmo foi observado para 05 incrementos nes seus
contetdos.

O contelde de Clo a inicialmente correspondeu a pouco
menos de 40%:; a Cle b préximc de 60% e os carctendides
contribuiram com tracos (0,6%) no contetGdo total dos pigmentos
das folhas cotiledonares de pléantulas de cafeeiro {(Figuras 254,
B a C}.

Submetidas ao processc de enverdecimento, as pléntulas
tratadas a 253°C rapidamente iniciaram ¢ acumulc dos pigmentos,

sendo que por volta do oitave dia o balango entre ©s pigmentos
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3& correspondeu aguele do final do ensaio. Por outro lado, o
material tratado a 10°C apresentou uma ligeira reducdc no
contetdo das clorofilas relative ao conteGde dos pigmentos
totais no inicioc do ensaioc. Esta diferenca entre os efeitos das
temperaturas se mostrou significativa apenas para a Clo a. Mas,
¢ acumulo dos carctendides, mesmo na temperatura de 10°C,
aumentou {P<0,05) com relagfc ac conteldo total dos pigmentos,
¢ qgue pode ser observado, através da tabela 2, pelo teste de

médias {Duncan a 5%).

Tabela Z - Conteado relativo dos pigmentos cloroplastidicos (% Pigmentos Totais) em folhas
cotiledonares de cafeeiro submetidas ao tratamento de resfriamento (10°C). As plantas
permaneceram a 10°C durante os oito primeiros dias, a partir do qual a temperatura foi mantida
a 25°C, como no tratamento controle. Os valores da tabela representam a média de quatro
repetigbes. As médias seguidas pela mesma letra, para cada pigmento, nfo diferem entre si pelo
Teste de Duncan (p< 0,05).

Tempo Contetdo de Pigmentos (% Pig. Totais)

(dias) Clorofila a Clorofila b Carotendides
0 4G,07 bc 60,66 a 0,61 e
Z 36,23 ¢ 56,35 ab 2,70 de
4 35,76 ¢ 58,31 ab 5,582 cd
) 36,57 c 52,49 ab 4,66 cd
8 34,84 ¢ 57,87 ab 7,49 bc
10 34,84 ¢ 54,32 b 10,84 ab
14 44,03 b 45,68 4 10,29 ab
20 63,22 a 27,88 ¢ 16,04 ab
23 66,38 a 22,86 ¢ 10,76 ab
27 £3,25 a 22,73 ¢ 12,85 a
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0 contetdo dos carctendides no 102 dia atingiu os nivels do
controle [(~12%), enquanto gue para as clorofilas fol necesséaric
o dobro do tempo (209 dia) para se atinglr 05 mesmos (p< 0,05}

nivels (relativos ao total de pigmentos) do controle - Clo a
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Figura 25 - Alteragbes no conteudo relativo (% dos pigmentos totais) dos pigmentos
cloroplastidicos em plantulas de cafeeirc durante o perfodo de enverdecimento, em resposta
a0s tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (23°C). A seta indica a mudanca da
temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a media de quatro

repeticBes ¢ as barras o erro padrfo.
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{(~62%) e Cloe b (~Z3%) (Figuras Z5&, B =« ).

A figura 26 apresenta o espectro de absorgdo do extrato
foliar, para os dols tratamentos. No tratamento de 10°C houve
uma atenuagdo da absorgdo nas diversas regides de espectro em
fungdo do mencr c¢onteldo dos pigmentos de modo geral {Figuras

o

262 e B}, O espectro de absorgdc para © material tratade a

manteve 03 plcos na regido do azul (430 nm) e do vermelhs

b

(4]
[

]

(662 nm), assim como no contrcle. Porém, na regifoc do azul
podemos observar ¢ surgimento de um “ombro” (A = 418 nm), um
pouco mais destacado gue aguele apresentado peloe tratamento a

ZB%C {(Figura Z6B).

A figura 27 apresenta os valores da razdo Clo a/b durante
o periodo de enverdecimento. Observou-se que nce tratamento
controle a razdo fol crescente entre o inicio do processo até o
neno  dia, guando a mesma atingiu valores proximo de trés,

permanecendo assim até o final do tratamentoe. No tratamento a
10°C a razdo Clo a/b fol afetada pela temperatura, permanecendo
paixa (~0,75) enguanto essa foli mantida. Apds a mudanca da

temperatura para 25°C, a partir do 14% dia houve alteracio

significativa nessa razdo, gue de forma crescente atingiu o 222

dia com valcres semelhantes aos do controle.

68



400 500 600 700
; i H i
; T 7 H T H i
1,25 2 infigio —— diaZl
e dA0E e dia23
- e i@l 4
<
ot
&
=
58]
L
]
7
~0,25 a : s ! ‘
1,254 }?;u: 430 infcio - -~ - dial?
i B ,’53“ — e 3103 -~ ~— diall
Ar e dials
1,004
m 4 i
,(—; 0,754 N i_.?s.wobz
o 1 . o /
fer) BT f,l
2 0,504 2 i
C N t A
@ : i B oy
44 & '
L S
é 0,254 I oA
at® . é\ iy Jé < Z&
] R I
0,00- e B St
~0,25 SN S ‘
400 500 600 700

Comprimento de Onda (nm)

Figura 26 - Espectro de absorgio dos pigmentos cloroplastidicos durante o periodo de

enverdecimento de plantulas de cafeeiro. O material vegetal foi submetido aos tratamentos de

resfriamento, 10°C, espectro (A) ¢ controle, 25°C, espectro (B).
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Figura 27 - Alteragdes na razio Clo a/b em plantulas de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). A seta
indica a mudanga de temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a

media de quatro repetigdes e as barras o erro padrio.

Quante & cinética da fluorescédncia da Clo a durante o
processo de acumulac¢idc dos pigmentos (enverdecimente), o sinal
de fluorescéncia inicial, Faq, aumentou com o tempo de
aclimatagdo a 25°C (Figura 28). Ao final do ensaio, o aumento
fol de aproximadamente dez vezes se comparade aoc emitide pelo
tecido foliar (esticlado) no inicio do processo de
anverdecimento.

Em relagdo ao tratamentc de resfriamento, durante os oito

rimeiros dias em  gue as pléntulas permaneceram sob &
'Y i A
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temperatura de 10°C, ndoc houve a emissao de Fo, nem gualguezr
sutro sinal de fluorescéncia (Figuras 28, 2%, 30 e 31y, da

mesma forma gue ndo ocorreu acumu
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Figura 28 - Fluorescéncia incial (Fo) (em unidades de fluorescéneia - UF) em folhas de cafeeiro
durante o periodo de enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento {10°C) ¢
controle {25°C). A seta indica a mudanca de temperatura do tratamento a 10°C para 25°C.

Cada ponto corresponde a média de quatro repeti¢Oes e as barras o erro padrio.

Restabelecida a temperatura para 25°C, o sinal de
fluorescéncia in vivo fol retomado. No caso de Fy (Figura 2875,
o sinal aumentou (P<0,05) do décimo dia {momento da mudanca da

remperatura de 10°C para 25°C) ao 222 dia, caindo em seguida até

=

o final do tratamento. Essa resposta de Fe fol parecida agquela
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apresentada para o acumulo das clorofilas (Figuras 22 e 23) e
dos carotendides (Figura 24}, com apenas uma ressalva: no
acumulo dos pigmentos, a retomada do vrocessc ndo foi imediata

ac restabelecimentc da temperatura; houve ums defasagem de

cerca de gels dias, enguanto para o sinal s, & retomada

-y

ocorrsu  loge apds a mudanga de temperatura. No 142 dia
enguanto a acumulagidc dos pilgmentos ainda estava nos niveis
apresentados durante o tratamento a 10°C (Figuras 22, 23 e 241,
o sinal de Fy; da& havia subido, diferinde significativamente
daguele emitide durante a aplicacfo da temperatura de
resfriaments (Figura 28).

A figura 29 mostra uma subida de Fy (apds uma gqueda
inicial), no tratamento controle a partir do primeiro dia, até
o 15° dia de tratamento. Apds o 15% dia, o sinal Fy comecou a
descer, chegando ao final do tratamentc com aproximadamente 60%
do sinal méximo emitido.

Quando aplicado o tratamento de resfriamento, © sinal Fy

{além de Fy, Fy e &rea) caiu a zero {Figura 29}, elevando-se
apés o restabelecimento da temperatura para 25°C. Neo 232 dia de

tratamento, © valor do sinal de Fy ndc diferiu estatisticamente
entre o©s dois tratamentos de temperatura; a partir desse

momento, © sinal emitido acompanhou a queda da planta controle.
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Figura 29 - Fluorescéncia varidvel (Fy) (em unidades de fluorescéneia -UF) em folhas de
cafeeiro durante o perfodo de enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento
(10°C) e controle (25°C). A seta indica a mudanca de temperatura do tratamento a 10°C para

25°C. Cada ponto corresponde a média de quatro repetigOes ¢ as barras o erro padrio.

2 figura 30 ilustra a fluorescéneia méaxima (Fu), emitida
pelas plantulas de cafeeiro durante o PLrOCesso de
anverdecimento, apds a aplicacdo dos tratamentos de
temperatura.

Nas pléntulas submetidas & temperatura de 25°C, o sinal de
Iy, apds uma pequena descida no primeiro dia, subiu rapidamente
nos 11 primeiros dias, wvariando mulitc pouco, a partir desse

momento, até o final do ensaio.



Com a aplicacdo do tratamentc de resfriamento, & Fy caiu a
zerc. Esse sinal s6 fol retomado guando a temperatura o

tratamentc fol elevada para 25°C. Da mesma forma qgue O
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Figura 30 - Fluorescéneia méxima (Fu) (em unidades de fluorescéncia - UF) em folhas de

cafeeiro durante o periodo de enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento
(10°C) e controle (25°C). A seta indica a2 mudanca de temperatura do tratamento a 10°C para

25°C. Cada ponto corresponde a média de quatro repeti¢Bes e as barras o erro padriio.

ocorrido com ¢ tratamento controle, o sinal de Fy subiu, porém,
com menor lintensidade, ndo atingindo os mesmos niveis do
tratamento controle. Apds atingilr o seu valor maximo, no 222
dia, © sinal caiu {cerca de 40%), se distanciandoc dos niveis

apresentados pelo controle ac final do ensaio (Figura 307.

Durante o periocdo de enverdecimentc & temperatura de 25°C,
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o pool de PQ {(medido pela é&rea acima da curva de inducgidc da
fluorescéncia, figura 31) cresceu rapldamente, até o nond dia

de fTratamento
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por guase todo o periodce do

ensaic, caindo, ligeiramente (~Z25%), entre © 22% dia 2 o final
do rtratamento.
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Figura 31 - AlteracBes na drea acima da curva de fluorescéneia (em unidades de fluorescéncia
- UF) em folhas de cafeeiro durante o perfodo de enverdecimento, em resposta aos tratamentos
de resfriamento {10°C) e controle (25°C). A seta indica a mudanga de temperatura do
tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a média de quatro repeticBes ¢ as

barras o erro padrio.

Nas plantas submetidas a temperatura de resfriamento,

houve uma gqueda no valor da Area nos dois primeiros dias,

chegando esse a zero. O valor se manteve igual a zero enguanto

i’
H
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o material permaneceu a 10°C ou préxime de =zero, mesmo dois
dias apés a transferéncia para 25°C (Figura 31). Os valores sé
apresentaram alteragdes significativas a partir do 142 dia,
aumentade até o 229 dia, porém, ainda distante dos niveis do

centrole. Apds esse pico o wvalor da &rea caiu, com maior

deste wvaloxr.

figura 32 mostra a resposta da razdo Fy/Fy ao processo de
enverdecimento das plantulas de cafeeiro. Inicialmente (tempo
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Figura 32 - Eficiéncia gulntica do PSy (Fy/Fu) em folhas de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). A seta
indica a mudanga de temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Estio destacados com
circulos e quadrados, os tempos amostrados nos tratamentos controle e resfriado,
respectivamente, para obtencfo da figura 34. Cada ponto corresponde a média de guatro

repetigfes e as barras o erro padrio.
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0y, a eficiéncla guéntica do PS8y fol alta - média de 0,843. Ja
ne meomento seguinte (nos trés primeiros dias do processo de

enverdecimente), a eficiéncia caiu 0o rratamento controle.

(Fy/Tu) comecou a declinar ligeiramente (~0,685), assim

permanecendo até © 23% dia, qguande a gueda foi mals intensa,

atingindo no final do periocdo valores médios de §,470.

afriamento, a

i
»

&1

com a aplicacdc do tratamento de

Cr

eficidnecia guéntica do PS:; também foi completamente inibida,

guais a zero (Figura

frrt

com a razadc Fy/Fy apresentando valores
32). Uma vez alterada a temperatura para 25°C, os valores de

Fy/Fy aumentaram rapidamente, antes Mesmo de se detectar a
retomada na sintese dos pigmentos (Figuras 22, 23 e 24). No 18°

dia de tratamento (10 dias apdés a mudanca da temperatura para

28°cy, a razdc apresentou ©os mesmos valores dagueles do

—

controle {(0,650), superando e3se 1o 762 dia, MNessa ocasido, a
razdo Fy/Fx das pléntulas dJue permaneceram a 10°C (nos oito
primeiros dias) foil 223% superiocr ac das pléntulas do tratamento
controle no 272 dia.

A razdo Fv/F; no inicic do processo de enverdecimento caiu
de 5,55 para 0,50 (sob temperatura de 25°C), guando as
plantulas ainda estavam estioladas. A partir do primeiro dia, a
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razdo Fy/Fe cComegou uma recuperacio, partindo de §,30 e
atingindo um maéximo de 2,72 no nono dia de tratamento (Figura
230, Apds o nono  dia, a razdoc apresentou gueda até o
encerramento do ensaio. No 272 dia, a média dos valores de Fy/Fs

alram a 44% dos valores médics registrados no nono dia (maximo

[§]

alcancado) .
Fara a5 olantulas submetidas aC tratamento de
resfriamento, a relagdo Fy/Fy também caiu inicialmente. Porém, a

queda na razdo fol um pouco mais intensa, chegandc a zero, no

segundo dia de tratamento (Figura 33). Logo apds a mudanca da
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Figura 33 - Alteracbes na razdo Fv/Fp em folhas de cafeeiro durante o perfodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). A seta
indica amudanga de temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a

média de quatro repetigles e as barras o erro padrio.
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temperatura para 25°C, a razdc Fy/F; subiu, se estabilizando em

1,72 até o final do ensaio, chegando, no 222 dia, aos wvalores
apresentados pelas plantulas controle.

A figura 342 apresenta a cinética de emissdo de
fluorescéncia da Clo & pelos transientes “OJIPY no inicic do
processo de enverdecimento, caracterizado pelo estade estiolado
das pléntulas de cafeeiroc. Essa cinética se caracterizou pela
presenga de apenas dois transientes, “07 (ou F¢) e P, nac
sends observado as infiexBes »J¥ e “IY., Dessa forma, © PSSz
pouco heterogéneo, emitiu um sinal de <fluorescéncia onde a
inflexdo “I” n3c se destinguin do transiente “P”. No primeiro
dia do tratamento de temperatura, © sinal de fluorescéncia caiu
significativamente {(Figura 34A). O sinal de Fy variou pouco com
relacdo ao inicio do tratamento. Porém, isso fol uma excecgdo
dentro das demals variaveis, gue variaram nitidamente. A curva

de fluorescéncia ndc apresentou gqualguer “ponto” de inflexdo
(“J7 ou “I”) ou pico (™P”) noc primeiro dia de acumulo dos
pigmentos a 25°C,

A figura 34B mostra nitidamente a influéncia da
temperatura de resfriamento sobre a cinética da emissdo de
fluorescéncia. No décimo primeiro dia, o tratamento controle ja
apresentou uma mudanga na forma da cinética da fluorescéncia,
com clara distincdo de todos os transientes, em relagédc aguela

apresentada na primeira amostragem (Figura 34A). Por outro

lado, no tratamento a 10°C, com a medida realizada no décimo

1....1
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dia de tratamento (dols dias apdés a mudanga da temperatura Rara

25°C), ndo foli possivel caracterizar nenhuma das inflexles ou
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Figura 34 - Cinética de fluorescéncia da Clo a em folhas de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). O
tratamento de resfriamento permaneceu a 10°C durante os primeiros oito dias, apés 08 guais a
temperatura fol alterada para 23°C e assim permanecendo até o final do ensaic. As curvas

estdo representadas na forma dos transientes (OJIF) da fluorescéneia. Cada curva representa a

média de quairo ensalos independentes.
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picos do sinal de fluorescéncia,

Apés 18 dias de tratamento, com as plantulas em DroCesso
de enverdecimento, a emissdc de fluorescéncia da Clo =2 de DS,
apresentou  uma cinética com todos o8  transientes tipicos

(*CJIFPY}, tTanto no tratamento controle, como naguelse submetido

2

temperatura de resfriamento {(Figura 34C). O tempo para a
ocorréncia dessas inflexdes no tratamento a 10°C foi menor, ou
seja, mails rapidamente ¢ sinal de fluorescéncia apresentou os
transientes “J" e “I” e, também, o pico na fluorescéncia (P
foil alcancado mals cedo. Essa resposta também se repetiu no 26

& 27% dias (Figura 34D). Nesses dias foi verificada, também,

i

uma atenuacdo na emissdc de fluorescéncia com relacdo ao 182 e
19% dia; a curva em geral (e todos os transientes) f£ol mais
baixa em ambos os tratamentos. Tanto no 18° como no 26% dia, =
mais acentuadamente no 10° dia, a emissdc de fluorescéncia das
plantas submetidas a temperatura de 10°C foi inferior a do
controle, em seus respectives dias (Figuras 34B, C & D).

No tratamento a 10°C o aumentc da fluorescéncia a partir
de Fy; fol claramente afetado (Figura 34B). Observa-se na tabela
3 gue, no 10% dia (dois dias apds a mudanca da temperatura de
10 para 25°C), a taxa de aumento da flucrescéncia apresentada
(0,041) foi muito inferior aquela obtida no 11% dia do

tratamento a 25°C (0,828), que, alids, foi a taxa méxima para

esse tratamento. No 18° dia, a taxa de subida para o tratamento




a 10°% foi maxima (0,936} e superiocr (cerca de 1,9 vezes)
aquela apresentada pelo controle (0,458) no 19% dia. No 26° dia,
a taxa de subida da fluorescéncia do tratamento de resirlamento
caiuy com relacd3c & apresentada no 18° dia, porém, ainda malor
(cerca de 3,5 vezes) gue a do controle (0,138) no 27% dia
{Tabela 3). A taxa para o tratamento a 28°C foi decrescente a

partir do 11% até o final do ensaio (P<0,05).

Tabela 3 - Taxa de aumenic da fluorescéncia [(Faoous - Fsous)Fo] € finorescéncia variavel
relativa (dV/dto) em folhas de cafeeiro durante o periodo de enverdecimento, em resposta aos
tratarentos de resfriamento (10°C) e controle (25°C). Os valores da tabela represetam a média
de quatro repetigbes acompanhada do seu respectivo erro padréo. As médias seguidas pela

mesma letra na coluna nfo diferem entre si pelo Teste de Duncan (p< 0,05).

Tempo {Fagous — Fsous) /Fo dv/dtg

(dias) 10°C 25°C 10°C 25°C
0 0,151%0,034 ¢ 0,151%0,034 ¢ 0,029%0,008 ¢ 0,029%£0,008 b
1 0,153%0,057 ¢ 0,24740,051 a
10 0,041£0,009 ¢ 0,19240,040 b
1 0,828+0,068 = 0,265%0,016 a
i8 0,936+0,074 a 0,593%0,061 a
19 0,49840,068 b 0,290+0,038 a
26 0,48740,070 b C,257%0,025 b
27 0,138%0,027 ¢ 0,22240,052 a

5 tabela 3 mostra, também, o efeitc da temperatura,
durante C Pprocesso de actimulo dos pigmentos, scbre a

fluorescéneia varidvel relativa (dV/dte). Quando comparados oS

rratamentos de 25 e 10°C com © inicio do tratamento (pléantulas
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esticladas - despigmentadas), chservou-se gue houve um
crescimento da fluorescéncia varidvel relativa, tendendo para
uma saturacgdo do processo ne material submetideo a 25°C. Nesse
tratamento, J& a partir do primeiro dia de acumulacioc dos
pigmentos, houve um aumento na dV/dtg, se destacando {P<, 05
daguela apresentada no inicio do processo de enverdecimento., A
partir de entlo, a dV/dt, se manteve nos mesmos niveis (P<0,05)
até o final do ensaic (no 272 dia).

Para as pliéntulas submetidas a temperaturs de
resfriamento, ¢ aumento na razidc dvV/dt, foi expressive
{(P<03,05y, comparando-se o©s valores obtides no  inicio do
experimento com os indices do 102 dia. No entanto, este
incremento em dV/dts; foi inferior (~28%) ao observadso no
controle no 11° dia. © valor méximo de dvV/dt, nas pléntulas
tratadas a 10°C ocorreu no 182 dia do tratamento de
enverdecimento, correspondendce a pouco mais do dobro do

apresentado pelo controle no 19% dia (Tabela 3). No 262 dia, o

valor de dV/dty das plantas a 10° caiu a menos da metade do 18°

dia e superou em 13% o do tratamento a 25°C (nc 272 dia).

A figura 35 mostra a concentragido de MDA ([MDA]l),
expressando o©s niveils de peroxidac8c lipidica, crescente a
partir do inicic do periodo de acumulacdo dos pigmentos

cloroplastidicos. Essa concentrac@o fol méxima no tratamento a

25°C no 27% dia. Nesse momento, a [MDA] de 11,15 mmol/g MFP foi

&3



cerca de 5 vezes superiocr a do inicio do ensaio (2,24 mmel/g
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Figura 35 - Alteracfio na atividade lipoperoxidativa, expressa em temos da concentracdo de
malondialdeido (MDA), em folhas cotiledonares de cafeeiro durante o periodo de
enverdecimento, em resposta aos tratamentos de resfriamento (10°C) e conirole (25°C). A seta
indica a mudanca de temperatura do tratamento a 10°C para 25°C. Cada ponto corresponde a

média de quatro repetiges e as barras o erro padrio.

Nas plantulas submetidas 4 temperatura de resfriamento, a
[MDA] manteve-se praticamente constante durante a aplicagdo do
tratamento a 10°C. BApdés a mudanga da temperatura para 25°C, a
atividade peroxidativa mudou pouco até o 182 4dia. Nesse diz, a
raxa de aumento na [MDA] foi muito préxima (0,13 mmol/g.dia) a
verificada no 82 dia (0,12 mmol/g.dia), guando o material ainda
se encontrava a temperatura de 10°C. Entre o 182 dia e ¢ inicio
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do tratamento a [MDA] dobrou, enguanto gue até o final do

ensalo essa alterou pouco, ficando em média cerca de 14% mais

n

baiza (Figura 35).

i

4.2, Bfeitos da temperaturs de resfriamento na susceptibilidads
& fortoinibigis,

DFFF (2500 pmol/m’.s),
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Fa ap
apresentou uma resposta proixima a do controle {(nds fotoinibido,
permaneceu no escurc) nos primeiros 320 minutos nas plantas gue
permaneceram a 235°C (Figura 36A). A partir de 60 minutos da

recuperagdc sob baixa luminosidade, o0s sinais de F; dos
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Figura 36 - Fluorescéncia incial (Fo) {(em unidades de fluorescéncia - UF) em folhas de cafeeiro
durante o periodo de recuperaco apés o tratamento de fotoinibigo por 5, 30 ou 60 minutos
com DFFF de 2500 umol/m’.s, comparados com o controle {escurc). As plantas foram
mantidas a 25°C {A) ¢ a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fotoinibicio. Cada

ponto representa 2 meédia e as barras o erro padrio de cinco ensaios independentes.
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o~

tratamentos de fotoinibicic:; 5, 30 e 60 minutos de exposigidc &

()Y

alta DFFF, foram superiores 14, 1 2 T% ac do controle,;

-

respectivamente. No final do ensaio, aos 180 inutes, a

Q..,..

ey

diferenga nos nivels de , entre o3 &fratamentos de luz Lol
menor @ um pouco malor gue o controle. As diferengas com
relacdoc ac contrele foram de 20, 17 e 13% para os tempos de luz
de 5, 30 e 60 minutos, respectivamente.

Para as plantas tratadas & 10°C (Figura 36B), F; das
plantas que permansceram no escuroe f£ol ligelramente SuUperior em
relacdo a do tratamento a 25°C. Apds o choque de luz por <inco
minutos, Fy aumentou durante o periodo de recuperagio até os 30
minutos, a partir do gual o sinal se estabilizou permanecendo
acima do controle cerca de 12%. Ainda para o tratamento a 10°C,
a exposigdc & DFFF por 30 e %0 minutos, induziu a uma queda em
Fp. Essa varidvel de fluorescéncia retornou acs nivels do
controle, no tratamento com 30 minutes de luz, apds 30 minutos
de permanéncia da planta sob baixa luminosidade. No tratamento
com 60 minutos de luz ndc houve recuperacdo do sinal de Fo ateé
o final do ensaio. Apds 180 minutos do chogue de luz o
permaneceu 10% abaixo do controle.

A figura 37A ilustra a resposta de Fy das plantas tratadas
s 25°C, durante o periocdo de recuperacdo apds o tratamento de
fotoinibicdo com DFFF de 2500 Qmei/nfas, Essa varidvel de

fluorescéncia foi fortemente afetado pele chogue de luz,

o

apresentando queda entre 75% (para 3 minutos de luz} & 96

&5



(para 60 minutos de luz) com relagdo ao controle. Fy apresentou
inicialmente uma subida durante o periodo de recuperacdc sob

baixa intensidade luminosa. Essa recuperacgio se deu em grande

(8]

parte durante os primeiros 30 minutos, a partir do gqual

apresentou uma estabilizagdo do sinal até o final do ensaio.

i
ot

Houve uma nitida diferenca na recuperacdc do sinal de Fy entre
oz tempos de expoesigdc ao tratamento de fotoinibicido, porém, em
nenhum momento © sinal se igualou aocs niveis do controle. O
tratamento de luz por 3 minutos apresentou 2 mailor retomada de

7y chegande ao final do

i£8]

eriodo de recuperacdo com o sinal 20%
abalixc do controle. Para os tratametos de 30 & 80 minutos de

luz, a retomada do sinal atingiu 38 e 51%, respectivamente, dos
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Figura 37 - Fluorescéneia varidvel (Fv) (em unidades de fluorescéneia - UF) em folhas de
cafeeiro durante o periodo de recuperagdo apds o tratamento de fotoinibigdio por 5, 30 ou 60
minutos com DFFF de 2500 umol/n?. s, comparados com o controle {escuro). As plantas
foram mantidas a 25°C (A} e a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fotoinibig3o.

Cada ponto representa a média ¢ as barras ¢ erro padrfio de cinco ensaios independentes.
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niveis do controle (Figura 37A;.

Nas plantas submetidas a temperatura de 10°C (Figura 37B;,

o
w

material tratadoe a 25°C (Figuza 37A% . Porém, apds

tratamentos de luz, no inicio do periodo de recuperagio,
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s ~90% para 30 e 60 minutos) do tratamento a 257
a recuperacao de Fy fol afetada pelo tratamento de
resfriamente. Com cinco minutos de chogue de luz esse sinal

sentou-se 38% abaixo do controle, apds 180 minutos de
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i
[t

o

i_i
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N

recuperacdo. Ja o0s tratamentos de 30 e 60 minutos de
apresentaram, também aos 180 minutos, niveis de Fy em torno de
91% abaixo do controle (Figura 37B).

0 tratamento de luz afetou Fy nas plantas tratadas a 25°C
(Figura 38A). Essa variédvel caiu proximoc de 50% para o
tratamento de luz por cinco minutos, e cerca de 70% quande ©
material fei iluminado por 30 ou 60 minutos, com alta DEFEF. Fx
apresentou uma recuperagdoc parcial durante © periode gue
permaneceu sob baixa luminosidade, apds © chogue de luz. Para o©
tratamento de luz com duracdo de cinco minutos Fy estabilizou-
se apds 30 minutos, enguanto para ©s tratamentos com 30 e 60
minutos de luz apds 60 minutos, sob balxa luminosidade {Figura
38A). A recuperacdoc de Fy ndc foi suficiente para atingir os

niveiz do controle. Apds 180 minutos sob baixa luminosidade, oS
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ores de Fy foram 14, 24 e 45%% abaixe do controle nos

et

<

a
tratamentos de 3, 30 e 60 minutos de luz, respectivamente.

Na figura 3BB apresenta-se os resultados de Fy das folhas
das plantas submetidas a temperatura de 10°C, apds tratamento

de luz. Nas plantas que permaneceram
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houve uma pequena gqueda de ~5% do sinal com relagdo as pl

; 4
o
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tratadas & 25°C. Enquanto gque apés o ftratamento de luz (no

tempe O de recuperacdo), a gqueda em Fu com relacdc ao controle

]

foi a mesma apresentada pelo tratamentc a 25°. A recuperacdo

{

]

do s1

9
3]

P

@l porém, foli menos intensa. Fy ficou 24% abaixo do

centrole no final do periodo de recuperacdo do material que foil
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Figura 38 - Fluorescéncia méxima (Fy) (em unidades de fluorescéneia - UF) em folhas de
cafeeiro durante o periodo de recuperagfio apés o tratamento de fotomibicio por 5. 30 ou 60
minutos com DFFF de 2500 pmol/m® . s, comparados com o controle (escuro). As plantas
foram mantidas a 25°C (A) e a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fotoinibicgo.

Cada ponto representa a media e as barras o erro padrfio de cinco ensaios independentes.
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submetido ao tratamento de luz por cinco minutos. Essa varidvel
ficou 56 & 71% abaixo do controle, apds 180 minutos sob balxa
iuminosidade nas oplantas tratadas por 30 e 60 minutos,
respectivamente, com alta DEFF. A recuperacéo de Fy nas plantas

tratadas com luz por 30 minu destacou do Lratamento

p
O
]
u
O
0
0]

de £0 minutos de luz a partir de 90 minutos sob balxa
Tuminosidade. N3o fol verificado qualguer aumento de Fy durante
o periodo de recuperacdc apds © tratamento com alta DFFF por 60

minutos (Figura 38B).

o}

o tempo para ocorréncecla da v (T fol maicr apds ©

h]

rratamento de luz. A figura 3%A mostra as alteracgde nNC Tm das
plantas tratadas a 25°C. Com relagdc ao tratamentoe de luz por
cinco minutos, © Ts caiu (23%) logo apds a aplicagdc do mesmo.
Durante o periode de recuperagdc porém, Twm FfOi crescente nos 60
minutos iniciais sob baixa luminosidade gquando ficou 56%
superior ao controle. No tratamento de 30 minutos com alta
DFFF, © valor do Ty alterou muito pouce durante © periodo de
recuperacdo das plantas, passando de 533% (logo apés o chogue de
iluz) para 70% acima do controle, no £final desse periodc. HNo
tratamento de 60 minutos de luz, o Tm apbs a alta inicial (233%
acima do controlel calu, se igualandoe acs outros tratamentos de
iuz a partir de 60 minutos do periodo de recuperagio.

Para as plantas submetidas ac tratamento de resfriamento
(Figura 39B), o Tm se destacou do controle apenas nos
syatamentos de 30 e 60 minutos com alta DFFF. A sublida de Tm
logo apdés a exposicdc a alta DEFE fol de 154% acima do controle
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para © Lratamento de luz com duracdo de 30 minutos, e de 114

i

oo

prara o de 60 minutos de duracdo. Em ambos o0s tratamentos o T
caiu durante a recuperagdo das plantas sob baixa luminosidade,

odo, ainda, acima dos wvalores

o

final de
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apresentados pelo controle; 32

o

cara © tratamento de 30 minutos

e 57% para o de 60 minutos de exposicio ao chogue de luz
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Figura 39 - Tempo para ocorréncia da fluorescéneia méxima (Try) em folhas de cafesiro

durante o periodo de recuperagio apés o tratamento de fotoinibicdo por 5, 30 ou 60 minutos
com DFFF de 2500 umol/m’. s, comparados com o controle {escuro). As plantas foram

mantidas a 25°C (A) e a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fotoinibicBo. Cada
ponto representa a media ¢ as barras o erro padido de cinco ensaios independentes.

A wvariadvel referente a 4rea entre Fy, e Fy, das plantas
tratadas a 25°C (Figura 40A), diminuiu apés incidéncia de alta
DEFF. A queda em relacdc ao controle foi de 77, 76 & 74% para
0s tratamentos de luz com 5, 320 & 60 minutos de duracio,

regpectivamente.
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Para os tratamentos de 5 e 30 minutos de duragdc, o va

or

i....«l

da Area retcrnou acs nivels do controle apdés 30 minutos de
recuperagdo das plantas sob haixa luminosidade. Porém, para o

rrataments de luz com 60 minutos de duracidoc £ssa rariavel de

H

fluorescéncia ndo recuperou os nivels do controle. Nesse
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Figura 40 - Area acima da curva de fluorescéncia (em unidades de fluorescéncia - UF) em
folhas de cafeeiro durante o perfodo de recuperagio apés tratamento de fotoinibigdo por 3, 30
ou 60 minutos com DFFF de 2500 mmol/ni. s, comparados com o conirole (escuro). As
plantas foram mantidas a 25°C (A) e a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de
fotoinibigio. Cada ponto representa a média e as barras o erro padric de cinco ensaios

independentes.
A 4rea entre F, e Fy foi nitidamente afetada pelo
rratamento de resfriamento, cainde em torno de 35% com relacgido

2o rtratamento a 25°C {Figura 40B). Com a aplicacdo o]

£k

tratamento de luz, o valor da &rea caiu mais ainda, ficando
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cerca de 60% abaixo do controle nos tratamentos de luz com
dura¢dc de 5 e 60 minutes, e 70% para o tratamentc de 30
minutos de exposicdc ac chogue de luz, Nos tratamentos de 320 e

80 minutos de duragidc do chogue com alta DFFF, o valor da Arsa

ndc voltou aos nilveis do controle durante o pericdo de

{

recupaeragdo das plantas. No entantc para © tratamento de 5
minutos essa variavel de fluorescéncia recuparou-se
rarclialmente permanecendo, porém, 14% abaixe do controle, apds

ninutos sob baixa luminosidade.

et
(e 4]
[
n

£y
L4

Fry

et

A raz £

v/ Fu fol afetada pelo tratamento de resfriamento,
apresentando uma gueda de 5% (P<0,05) com relacfo ao tratamento
a 25°%C {(Figura 41). Com a aplicagdc do tratamento de
fotoinibig¢do, essa eficiéncia diminuiu a medida em gue se
aumentou © tempo de exposicdo das plantas ao tratamentoc com
alta DFFF, independente da temperatura na gqual as plantas
haviam sido submetidas anteriormente (Figura 41). Apds 5
minutos de alta intensidade luminosa a razio Fy/Fy foi de 48% do

controle para o3 deis tratamentos de temperatura. Para o tempo

de exposi¢doc & DFFF de 30 minutos, a queda foil de 72% para o
tratamento a 25°C e 65% para o de resfriamento. Enguanto gue
para as plantas submetidas ac tratamento de luz por 60 minutos,
a gueda fol de 74 e 76% nos tratamentos a 10 e 25°C,

respectivamente.
Em todos os tratamentces de luz houve recuperacdo parcial

da razdc Fy/Fy. Entretanto, a capacidade de recuperacdo foi
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Figura 41 - Eficiéncia quintica do PSy (Fvw/Fy) em folhas de cafeeiro, em fungio do tempo de
exposicio das plantas ao tratamento de fotoinibi¢do com DFFF de 2500 umol/m’. s. Os valores

correspondem ao tempo 0 de recuperagfio. As plantas foram mantidas a 25°C ou a 10°C por
dez dias antes do tratamento de fotoinibicio. Cada ponto representa a média e as barras 0 110

padrio de cinco ensaios independentes.

ranto maior, guanto menor ¢ tempo de luz aplicade &s plantas
(Figuras 42A e 4ZB).

Nas plantas tratadas com DFFF por O minutos, apds 30
minutos do periodo de recuperagdo, F+/Fu 3& havia subide 76%
ficando em tornc de 9% abaixo dos niveis do contrele mantendo-
se assim até o final do ensaio. Para o©s tratamentos de luz com
duracdc de 30 e 60 minutos, a razdo 7. /Fy  também aumentou

durante ¢ periodo de recuperagdc das plantas. No final d=sse
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periodo Fy/Fy estava 17% e 32% abaixo do controle nas plantas

submetidas a fotoinibiclc por 30 e 60 minutos, respectivamente.
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Figura 42 - Eficiéneia quintica do PSy (Fv/Fi) em folhas de cafeeiro durante o perfodo de
recuperagdo no escuro, apds tratamento de fotoinibiclc por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de

2500 pmol/m’ . s, cormparados com o controle (escuro). As plantas foram mantidas a 25°C (A)

e a 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fotoinibicio. Cada ponto representa a média

& as barras o erro padrio de cinco ensaios independentes.

Nas plantas gue foram submetidas aoc resfriamento, a razio
Fy/Fx caiu sensivelmente apds aplicagdoc do tratamento de luz
{Figura 41). Com as plantas sendo mantidas sob Dbaixa
luminosidade, houve uma pequena recuperacdo de F¢/Fy (Figura
42B), com a razdo ficando 20%, 53% e 70% abaixo do controle nos
tratamentos de luz de 5, 30 e 60 minutos de duracdo. No
tratamento de luz por 60 minutos, a razdo Fy/Fy praticamente nio
mudou durante o periodc de recuperacgd3o das plantas, nic sendo

observado nenhuma recuperacdo siginificativa dessa razdo.
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apds a aplicacdo do tratamento de fotoinibigdo nas plantas
do tratamento a 25°C, a razido Fy¢/Fy; fol de 0,731 no tratamento
de luz por 5 minutos, 0,289 para o de 30 minutos e 0,347 para o
de &0 minutos de duracic do chogue de luz [(Figura 43A). Quando
comparados com o valor de Fy/Fy do controle {2,38BL), esses
valores representan umna guada de 30%, 92% 2 80%,

respectivamente. Apods o chogue de luz, com a permanéncia das

plantas s50b baixa luminosidade, Fy/Fp apresentou um aumento,
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Figura 43 - AltragBes na razio Fv/F, em folhas de cafeeiro durante ¢ periodo de recuperagac
ap6s o tratamento de fotoinibigio por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de 2500 umol/m’ . s,

comparados com o controle (escuro). As plantas foram mantidas a 25°C (&) e 2 10°C {B) por
dez dias antes do tratameto de fotoinibicio. Cada ponto representa a média e as barras o erro

padrio de cinco ensaios independentes.

porém, ainda insuficiente para restabelecer 0s mesmos niveis do
controle. Com isso a razdo ficou 26%, 43% e 56% abaixo do
controle para os tratamentos de 5, 30 e €0 minutos de luz,
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respectivamente, apds permanéncia das plantas por 180 minutos

sob condic¢des de recuperacio.

bt
O

A razdo EFy/F; também foi consideravelments afetads e

Tl

tratamente de resfriamento, €353 razdo nas plantas controls
apresentou gueda de 16% (P<U,05) ~ mals expressiva gque os 5% da
razdo Fy/Fu - em relagic ac tratamento a 259 {Figura 43B). Com

aplicacgdo do chogue de luz, & razdo caiu 75% nas plantas

41

submetidas ao tratamentoc de luz por 5 minutos, 90% e 92%
naguelas cuja duracidc do tratamento de luz foi de 20 = &0
minutos, respectivamente. Essas gquedas, também, foram mais

6%, £9%

(7
&3}

expressivas que as observadas através da razdo Fy/Fu d
e 72%, respectivamente, para as mesmas condicdes. O pericdo de
recuperagdo alterou muito pouco os valores de Fy/Fy. No final
desse periodo, essa razidoc estava 86% e 91% abaixo do controle
nos tratamentos com 30 & 60 minutos de luz, respectivamente. No
tratamente com 5 minutos de luz, Fy/Fy Fficou 45% abaixo do
controle aoc final do pericdo de recuperagdo das plantas.

As figuras de 44 a 47 (A e B) mostram os resultados dos
efeitos do tempo de duracdc dos tratamentos de luz nos
transientes da fluorxescéncia da Clo a, durante o pericdc de
recuperacdo das plantas. O surgimento dos transientes J, I e P,
mostram a capacidade de regeneracdo do ladc aceitador do PSir,
apés tratamento fotoinibitdric (Strasser et al., 1995).

As figuras 44A e B mostram as curvas dos tratamentos a 25

e a 10°C, respectivamente, apbés © tratamento de fotoinibigdo.
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Dara amoas temperaturas, observou-se uma desconflguracgdo nas

A3

curvas de fluorescéncia apds os tratamentos com alta DEFE,
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Figura 44 - Cinética de fluorescéneia da Clo g em folhas de cafeeiro apds o tratamento de
fotoinibicdo por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de 2500 ymol/m’.s comparados com ©
controle (escuro). As plantas foram mantidas a 25°C (A) e a 10°C (B) por dez dias antes do

tratamento de tuz. Cada figura representa a média de cinco ensaios independentes.

nao sendo observados os transientes J, I e P.

Cinco minutos apds o tratamento de fotonibigdo gue teve a
duracdo de cinco minutos, 34 fol possivel distinguir J em ampos
os tratamentos de temperatura (Figuras 45A e B). Com trinta
minutos de recuperacdo, a emissdoc de fluorescéncia das plantas
tratadas a 25°C com alta DFFF por cinco minutos, apresentou

todos os transientes (Figura 46AR).
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Figura 45 - Cinética de fluorescéncia da Clo ¢ em folhas de cafeeiro, cinco minutos apos o
tratamento de fotoinibicBo por 5, 30 ou 60 minutos com DFFFE de 2500 pmol/nt’ s,
comparados com o controle (escuro). As plantas foram mantidas a 25°C (Ayea l0°C(B)por

dez dias antes do tratamento de luz. Cada figura representa a média de cinco ensaios

independentes.

Na curva do tratamento de luz por 30 minutos, além de Fy,
o transiente J  foi observado rambém na emissdo de
fluorescéncia., Apds 120 minutos da aplicacdoc do tratamento de
luz, as curvas de emissdo de fluorescéncia das plantas a 25°C
apresentaram o transiente J para todos os tempos de duracd3o do
tratamento de fotoinibigio (Figura 47A). Ja& o transiente T
apenas se destaccou na curva do material tratadec com luz por

cinco minutos, ndc se distinguindo do transiente P nas curvas

dos demais tratamentos.
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Figura 46 - Cinstica de fluorescéneia da Clo g em folhas de cafeeiro, 30 minulos apés o
tratamento de fotoinibicBo por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de 2500 umol/m’ s,
comparados com o controle (escuto) . As plantas foram mantidas a 25°C (A) ¢ 2 10°C (B}

por dez dias antes do tratamento de luz. Cada figura representa a média de cinco ensaios

independentes.

Para as plantas submetidas ac tratamento de resfriamento,;
o transiente J foil observado a partir de cinco minutos do
tratamento de fotoinibicdo com duracgdo de cince minutos (Figura
45B), e 120 minutos apds a fotoinibigdo, na curva referente ao
tratamento de luz com duragidc de 30 minutos (Figura 47/B). Fara
o +tratamentc de fotoinibigdoc por 60 minutos, nenhum dos
rransientes (& excecgdo de Fp) se destacou na curva da emissao
de fluorescéncia das plantas tratadas a 10°C (Figuras 44B, 45B,

46B e 47B).

160



o

e s ir:; T l§ T L4 } T 3 i ™7 ;
CQJ g s Controle
= ) A g 1 = 05 min.
fone ]
x 30 min.
w3 w3 -
£ . 50 min.
= pas
s ) E
ﬁ 2 g 2
o} B
& SO
43 g
L 8]
0 1 0} .
o+ I e
G 9
G 3
g 485
= =
O 1 i!tllil‘ 2! llillll! 3! ill!lel; T E;l!in! £ Al!lsil T 11 D i ,!!E!.! T !lul!’ ENER A TT Il; T 1!”I§l‘i T lﬂl L
1 4 g ¥ 1 2 4 4 5 .6
10° 10 10° 10% 10° 10f 10t 104 10° 10* 10° 10°
Tempo (us) Tempo {(us)

Figura 47 - Cinética de fluorescéncia da Clo ¢ em folhas de cafeeiro, 120 minutos apés o
tratamento de fotoinibigo por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de 2500 umolm’s,

comparados com o controle {(escuro). As plantas foram mantidas a 25°C (A) e a 10°C (B) por
dez dias antes do tratamento de luz. Cada figura representa a média de cinco ensaios

independentes.

Com relagdc ao tratamento de temperatiura afetando a
intensidade da emissdc da fluorescédncia, no tratamento de
resfriamento (Figura 44B), observou-se uma atenuacdo de 15% na
emissdc da flucrescénela maxima (P curva do controle) das
plantas em comparacgdc com o tratamento a 25°C (Figura 44A).

Cinco minutos apds o tratamento de fotoinibicfo, no material

submetido ao tratamentc de luz por cinco minutos, o tempo para

ocorréncia de J nas plantas tratadas a 10°C (Figura 45B), foi
52% menor gque naguelas tratadas a 25°C (Figura 45334), enguanto

gue a fluorescéncia foi 19% inferior no tratamento a 10°. J& a
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emissic da flucrescéncia méxima, apds esse mesmoe tratamento de
luz, ocorreu 63% mais tarde e com intensidade 28% mencr, no
tratamento a 10°C em comparacio ac de 25°C,

Apds 30 minutos do tratamento de fotoinibicio com cinco
minutos de duracdo, o8 tempos para ocorréncia dos transientes J
e P, foram 21% e 12% mencres, respectivamente, nas plantas
tratadas a 10°C, em relagdo ao tratameto a 25°C (Figuras 462 e

B} . Enguanto a intensidade da fluorescéncia fol menor 28% em J

a 3%% em P,
Decorridos 120 minutos do tratamento de fotoinibicido com

duracido de cinco minutos, a ocorréncia do transiente J fol 33%

£y

mais demorada, enguanto Jgue e P foram 10% e 31%,

respectivamente, mais répidos no tratamento a 10°C com relagdo
ao de 25°C. As intensidades de fluorescéncia enitidas em J, I e
P, foram inferiores 9%, 15% e 21%, respectivamente, nas plantas

a 10°C em comparacidc as do tratamento a 25°C.

A figura 48A mostra a varilagdo no aumento inicial da
cinética de fluorescéncia da Clo a das plantas tratadas a 25°C,
apbds tratamento fotoinibitério. Foi observade gue durante o
periodo de recuperacdc das plantas, apds tratamento com alta
DFFF, houve um aumentc nos valores dessa sublda, com uma
tendéncia & saturacdco. O tratamento de luz de cinco minutos de
duracdc fol ¢ gue apresentou a malor recuperacdoc (76% do

controle), apds 30 minutos do inicio do pericdo de recuperagéo
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das plantas. Nos tratamentos de luz de 30 e 60 minutos de

duracdo, a recuperacgdoc fol de 53% e 34%, respectivamente,

dos valores para a
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Figura 48 - AlteracSes no aumento inicial da cinética de fluorescéncia da Clo g em folhas de

cafeeiro durante o periodo de recuperagéio apds o tratamento de fotoinibigdo por 5, 30 ou 60

minutos com DFFF de 2500 pmol/m’s, comparades com o controle (escuro). As plantas

foram mantidas a 25°C (A) ea 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de luz. Cada ponto

corresponde 4 meédia de cinco ensaios independentes.

subida da fluorescéncia apresentados pelc controle, aos 120
minutes apds ¢ tratamento fotoinibitdério (Figura 48A). No
tratamento de resfriamento (Figura 48B), os valores para a
subida da fluorescéncia nas plantas controle foram
aproximadamente 20% abaixo dos apresentados pelo tratamento a

25°C. As plantas submetidas ac tratamento de fotoinibigdo por

cinco minutos, apresentaram um pegueno aumento nos valores da
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subida inicial da fluorescéncia, durante o periodo de
recuperagdo das plantas. Esses valores variaram de 24% do
controle, logo apds © tratamento de luz, para 50%, aos 120
minutos do periodc de recuperagio das plantas. Nos tratamentos
de fotoinibicide com duragic de 30 e 60 minutos, a temperatura
de resfriamentc afetou nitidamente a subida inicial da cinética
de fluorescéncia (Figura 48B). Nesses tratamentocs, mesmo apds o©
periodo de recuperagdo das piantas, sob baixa luminosidade, o3

valores da subida ndoc recuperaram mails do que 20% (para o
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Figura 49 - Fluorescéneia variavel relativa (dV/dty) em folhes de cafeeiro durante o periodo
de recuperagio ap6s o tratamento de fotoinibicdo por 5, 30 ou 60 minutos com DFFF de
2500 pmol/m’.s, comparados com o controle (sscuro). As plantas foram mantidas a 25°C (A)
e 2 10°C (B) por dez dias antes do tratamento de fuz. Cada ponto corresponde a média de

cinco ensaios independentes.

104



Cratamento de 30 minutos) ou 9% (para o de 60 minutos) do

Uiy

valores do controls.

A fluocrescéncia wvaridvel relativa (4
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ente estidvel, no tratamento a 23°C (Figura 49A:.
g
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Apenas ¢ tratamento de fotoinibigdo de 60 minutos de duraca:
apresentou uma queda (46% do controle) no wvalor de dvV/dts, ao
longe do periocdo de recuperag¢do das plantas., Essa gueda ssa deu

acs 30 minutos desse perio

.

©o. Com relagdoc 2 resposta das

da ao Lratamento de resfriamsasnto

[
i

plantas gue foram submet
{(Figura 49B), ocbservou=-se um forte aumento na razio av/dts no
tratamento de luz de 30 minutos. Apds 30 minutos sob baixa

do

oo

luminosidade, o aumento verificado em dV/dt, foi de 180
valor do controle. Nos demais tratamentos de fetoinikbicdc ndo
foram observadas mudancas significativas nos valores da

fluorescéncia variidvel relativa.
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5. DISCUSSAD

£.1. Efeitos da

remperatura de resfriamente scbre © aparelho
fotossintético de pléntulas de cafeeaizo.

Nesse ensaio, o estudo dos efeitos da temperatura de
resfriamento na atividade fotossintética de pléntulas de
cafeeiro foi realizade pelz inducdc da fluorescéncia da Clo a,
in wvivo, gque fornece informacdes sobre o funciconamento do
aparelho fotossintético (Krause & Wels, 1984 e 19581; Schreiber,
1993, Krause, 1994; Andrews et al., 1995; Govindjee, 1333). OUs
resultados desse ensaio mostraram uma redugdo na eficiéncia
gudntica do PS8, Sinalizada pela resposta da razdo Fv/Fu. A
reducdoc ocorreu tanto nas plantas submetidas ac tratamento de
resfriamento, gquanto no material controle. E provével gue essa
gueda na eficiénecia gquéntica tenha side causada pelo menor
£fluxo de elétrons através do PSpr, verificade pela subida de Fo,
nos dois tratamentos. Para BRBilger et al. (1884}, Ducruet &
Lemoine (1985) e Bukhov et al. (19%0) o aumento em Fy & uma
consequéncia da inibi¢3c do fluxo de elétrons de Qs para Qs. Ja
Rosengvist et al. {(1881), atribuem © aumento em Fp; a2 um daneo
funcional da Pse do centro de reagdo do PSpz. Fp sinaliza uma
rota de dissipacdo de energia na forma de emissao de
fluorescéncia, através da Clo a do complexo antena, apods
captura da energia de excitagdo, guando as Pggy encontram-se no
estado oxidado (Strasser et al., 1985). A Fy; reflete o estado

das moléculas de clorofila da antena, sendo uma medida para a



distribuiclo inicial da energia parz o PS8, e a eficécia da Pass
na utilizagdc da energila de excitagidc capturada (Gecrgieva &
Yordanov, 1883).

Segundo Oguist {12833, temperaturas haizas afetam
drasticamente o aparelho fotossintético em plantas sensivels ao
frio. As plantulas de cafeeliro, como 353c sensiveis ao frio
{Levitt, 198&; Baver et al., 1%985), foram afetadas pela
temperatura de resfriaments. A baixa temperatura diminuiu, de
modo geral, tode © metabolismo e, como ndoc poderia deixar de
ser, também as etapas fotoguimicas da fotossintese gue s3o
interdependentes da fase bioguimica, esta mails diretamente
influenciada por baixas temperaturas (Wang, 1982; Oquist,
1883). Para Creencia & Bramlage (1971), emboraz a primeira
consequéncia seja uma reducdc na razdo Fy/Fx, © dano provocado
pela baixa temperatura ndoc estd confinado ao aparelho
fotossintético, Ha evidéncias gue a gueda na taxa
fotossintética induzida por resfriamento tem um importante
papel na limitac@o do crescimento em milho (Ort & BAker, 1988:
Stirling et al., 1993). OQutros efeitos rapidamente ocorrem,
come aumento no vazamentc de eletrdlitos a partir dos tecidos
resfriados, provavelmente devide a um aumento na permeabilidade
das membranas desses tecidos (Smillie & Hetherington, 1983). Um
aspecto relevante, com relacio ao efeito das baixas
temperaturas sobre a atividade fotossintética, sdoc as
alteracgdes fisicas ocorridas nas mempbranas. Essas,

organizadamente distribuidas come uma rede por tode o©
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cloroplasto, di&o sustentacioc &0 transporte de elétrons
fotossintéticos (Hall & Rao, 1995). A gueda na temperatura
indusz nas membranas cloroplastidicas ghiid aumento na
predominéncia dos dominios lipidicos no estado de gel, causando
ama maior rigidez dessas membranas {(Lyons, 1873; Murata & Fork,
1875} . Em consequéncia disso, h& uma queda na difusio lateral
da PO, com reflexos no pool de PO e na taxa de redugdo de O
(Rowyer & Leegood, 1887).

Neste estudc com as pléntulas de cafeeiro, a guantidade de
o0 foi severamente diminuido com a temperatura de resfriamento.
Se havia menos plastoguinona (menor pool) para ser reposta apls
sua reducgdo, via re-oxidagd@o de Pege, © ainda, uma reducgdc no
fiuxo de elétrons através do PSp;;, € provavel due, Ccome
conseqguéncia, haja menos Qa {(quinona no estado reduzido}. A
gueda na taxa de redugdc de Qu nas plantulas de cafeeiro, pode
ser constatada pela reducfo sistemédtica no sinal de Fy (Figura
10A) .

Segundo Schreiber (1983) e Xu et al. (198%), o estado
redox do aceitador primério de elétrons (Oa e o gradiente de H
intermembranas sao os principais fatores gque controlam as
reacdes fotoguimicas no PS;. A eficiéncia na captura,
+ransferéncia e utilizac3o da energia luminosa em reagdes
fotoguimicas no  PSir, reguer  uma sequéncia de eventos
fotogquimicos, bioguimiceos e biofisicos (Nobel, 19%1). Esses, enm
4ltima analise, dependem de energila, gquer seja para sintese de
compostos constitutivos (proteinas), metabdlicos [(enzimas) ou
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estruturais, como as membranas dos tilacédides. A manutencio
dessa estrutura do aparelho fotossintético num arranioc tipico e
funcional também dispende energla, sendo indiretamente afetada
prela gueda no metabolismo, causada pela temperatura de
resfriamento (Lyons, 1873:; Wang, 1982). ARlguns efeitos de danos
causados pela baixa temperatura sé se manifestam quando asg
plantas retornam a temperaturas acima da temperatura de
resfriamento. Szalal et al. (1996) verificaram que em plantas
de milhe submetidas a balxas temperaturas, o retornc a 25°C
causou um dJueda na razdc Fy/Fu, apesar dessa varidvel ter
alterado pouco durante ¢ tratamento de fric em completo escuro.
Para esses autores, 1sso sugere gue plantas sensiveis ao frio,
quande expostas & luz apds tratamento de fric, se tornam mais
sensivels.

Tanto a queda na taxa de redugdoc de Qa, como no fluxo de
elétrons, bem como a redugdoc na eficiéncia guantica de PSip,
foram constatados nas pléntulas de cafeeiroc de ambos os
tratamentes de temperatura. Isso demonstra que ndo apenas a
temperatura de resfriamentoc estaria atuando como causa dessas
alteracdes no transporte de elétrons. E provavel que tenha
ocorrido uma queda em todas as etapas de transferéncia de
energia, uma vez gue a energia de excitacdo esteve comprometida
pela permanéncia das pléntulas na auséncia de luz. Com isso,
provavelmente, houve um esgotamento das reservas do tecido, com

a taxa respiratdria excedendc & fotossintética, j& que essa era
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nuia. Como nas pléntulas submetidas a temperatura de
resfriamento o metabolismo estava reprimide, a taxa de
respiracidc fol mals balxa gue no material controle, levando a
um esgotamento mais lento das reservas nessas plédntuias. Isso
justificaria a queda mais acentuada na eficiéncia gudntica do

PS;; nas pléntulas tratadas a 25°, em relagdo as do tratamento

a 10°C, verificada apds o décimo dia de tratamento.

A variac3c na razdc Fy/Fs, no decorrer do periocdo de
aclimatacdo das plantulas desse ensaio, mostrou-se semelhante &
da razdoc Fy/Fu, que reflete a eficiéncia gquéntica do PS5y, mas
com maior amplitude nos valores apresentados. 0O emprego dessa
razic em detrimento de Fy/Fu, permite discriminar melhor
pequenas diferencas na eficiéncia quantica do PS;, o que pode
ser utilizado em trabalhos gque visem a selecdo de ecotipos mais
adaptados & baixa temperatura. Para Schindler & Lichtenthaler
(1994}, a razdo Fy/F; também apresentou wvalores com maior
amplitude gue os de Fy/Fu em estudos de fotoinibigdo.

Nesse ensaio, O acompanhamento das alteragdes no contetdo
dos pigmentos fotossintéticos envolveu tanto agueles
diretamente relacionados com o centro de reagdo do PSix {Clo a);,
quanto agqueles chamados acessérios (Clo b e carotendides). Os
resultados mostraram gue houve uma tendéncia de aumento mais
acentuadoe na concentracéo dos pigmentos acessodrios se
comparades ao da Clo a, provavelmente por ser uma tentativa de

aumentar ac méximo a captacdco dos fotons, esgenciais &
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sobrevivéncia da pléantula, gue se encontrava em fase de
estabelecimento. Os pigmentos acessdérios sdo os responsavels
pela captura e transferéncia dos fétons até o centro de reagéo
{Lichtenthaler & Calvin, 1964; Ngobel, 1%91; Hall & Rao, 1925,
Apesar do estresse por baixa temperatura, nd3o se constaton
um  aumento significative no contelde dos carotendides nas
plantulas desse ensalo. Esses pigmentos, como se sabes, estic
enveolvidos em estratégias de protecioc contra a fotoinibicaoe
(Hall & Rao, 1933). Uma vez que as plantas estavam no e5CUTC,
nédo havia condicdes para & acorréncia 4o DroCesso
fotoinibitdric e todas as suas conseguéncias danosas  ao
aparelho fotossintético. N&c havendo esse risce de ocorréncia
da fotoinibicgdo, provavelmente ndo houve a necessidade de um
acumule maior de carotendides nas plantulas de cafeeiro
tratadas a 10°C. Os pigmentos do grupo denominado carotendides
estac presentes no complexo antena dos PS; e PS:. No PS::, eles
podem ser encontrados mais abundantemente nas formas de
luteina, P-caroteno, neoxantina, violaxantina, anteroxantina e
zeaxantina (Bowyer & Leegood, 1997)}. O grupo das xantofilas tem
uma participagdo estratégica importante no mecanisme de
protegdo das plantas. Através do ciclo das xantofilas, esses
pigmentos permitem a dissipagdo ndo fotogquimica do excesso de
energia, protegendo o PSi; contra os danos provocados pelo
processo fotoinibitdrio em plantas sensiveis a certas condicdes

de estresse ambiental, como baixa temperatura {Sarrvy et al.,
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1884; Thiele & Krause, 1294). MNessas condigdes, ha uma
potencializagéo na reducdc da capacidade forossintética do
recido vegetal (Ludlow & Bjbdrkman, 1984; Sguist & Ogren, 1985;
rRosenqgvist et al., 1991).

Neste trabalho, os resultados chservados mostraram uma
rendéncia de asumente no empilhamento dos tilacédides, ou seja,
uma maior organizagdo do contetdo de membranas dos cloropiastos
com © tempo de tratamento {Figura 18). Essa rendéncia £oi
verificada a partir da relagdoc Clo a/b, cue se mostra
inversamente correlacicnada com & extensao do empilhamento das
1amelas dos cloroplastos (Aroe et al., 1%86; Anderson & AXG,
1994}, Segundo Anderson et a]. (1988), plantas crescidas a
plena luz apresentam uma relacédo Clo a/b entre 2,6 e 3,6
enguanto para aquelas desenvolvidas na sombra, a razic esta
entre 2,0 e 2,2, de acordc com © grau de organizacgadoc das
membranas dos cloroplastos. Neste trabalho, como O material
vegetal foi representado por plantulas (tecido jovem) de
cafeeiro, e mais, de folhas cotiledconares, era de se esperar
essa resposta de rendénecia & organizacdco. O 2 processo de
estruturacdo lamelar nos cloroplastos ocorre a partir de
plastidios onde ndoc ha qgualguer organizacdo de membranas. De

cordo com Whatley & Whatley (1982), os plastidios inicialmente
s3o sacos incolores esféricos ou ovais, englobados por uma
membrana dupla e contendo estroma € algumas vezes pequenas

porcdes fragmentadas de material lamelar. No material submetido

112



a temperatura de resfriamento, era de se esperar um nivel
organizacional inferior, uma vez gue a atividade metabdlica, de
modo geral, provavelmente era inferiocr & do controle. De acordo
com a resposta da razdo Clo a/b para esse tratamento,
verificou-se gue, apesar da tendéncia de maior organizacsdo
apresentada até o 12° dia, © estresse causado pelo frio gerou,
a partir desse dia, um desarranjo ne aparelho fotossintético,
induzindo uma gueda no nivel de empilhamento (organizacdo) das
membranas qgue constituem o5 tilacdides. J& o nivel
crganizacional das membranas tilaccidais do material controle
apresentou uma tendéncia crescente até o sétimo dia, a partir
do gual se manteve constante. Segundo Chow et al. (19%1), o
aumento no nivel de empilhamento dos tilacdides se deve a maior
forga de atragdo (forgas de van der Waals) causada pela
abundaéncia dos complexos proteina-~-clorefilsa a/b. Esses
complexos s&c as antenas coletoras de energia, associadas aos
nucleos dos fotossistemas.

Neste trabalhc observou-se gue houve um subitoc aumento no
conteudo dos carotendides guando comparado ac das clorofilas no
segunde dia do tratamento de resfriamento {(Figura 18).
Provavelmente, esta seria ume primeira tentativa no sentido de
melhorar a eficiéncia na captacio de iuz, com um maior actmulo
dos pigmentos acessdrios, primordialmente os carotendides. Como
Ja& mencionado anteriormente, uma vez afastade o risco da
ocorréncia da fotoinibig¢do, mencr seria a importancia de
actmulo dos carctendides, uma vez gque sua funcdc, aldm de

113



coletor de luz, também é& de fotoprotetor, essencial contra o©s
danos causados pela fotoinibigdc (Siefermann-Harms, 1985, 1987;
Kovama, 1991; Schindler & Linchtenthaler, 19%24).

A temperatura de resfriamento aplicada sobre as pléntulas
de cafeeiro, “Huntamente com a condigdo de escuro, afetou a
relacdc entre clorofilas e carotendides, privilegiando, de modo
geral, o acumulo das clorofilas. Nesse tratamento, © contetdo
das clorofilas foi cerca de oito vezes superior ao dos
carotendides. Normalmente, em tecidos foliares ndoc submetidos a
estresse, essa razic estéd proxima de cinco (Babani et al.,
1996 .

& degradacio de acidos graxos poliinsaturados por meio de
peroxidagbes produz, além de 1ions perdxido, o MDA. Baseado
nisso, mudancas na concentracdo de MDA tém sidc usadas como um
bom indicador da peroxidacdo lipidica e, por consequéncia, da
integridade das membranas cloroplastidicas (ricas em acidos
graxos poliinsaturades) em plantas submetidas a condig¢des
estressantes (Dhindsa et al., 1981l; Hodgson & Raison, 1981;
Jouve ef al., 1%93; Ciu & Liang, 1993).

Da mesma forma que a degradacdc protéica, a peroxidagao
lipidica também tem como agente desencadeador a agdo de
radicais livres. Esses, através de reacdes em cascata, conduzem
a formacdo de espécies reativas de oxigénio {radical é&nion
superbéxido, <radical hidroxila, etc.) altamente danosas &
integridade dos tilacéides (Barber & Andersson, 1992; De Las
Rivas et al., 1992). Entretanto, para a geragidoc de radicais
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livres, necessita-se da energia luminosaz {Barénvi & Krause,
1985; Richter et al., 1890). Como esse experimento foi
conduzidoe na auséncia de 1luz, a formacdo dessas espécies
reativas foi desestimulada, fato esse acentuado com  a
permanéncia do material vegetal no escurc.

Durante o© tratamentce de resfriamento, os niveis de
degradacdo das membranas cleoroplastidicas esteve, numa primeira
fase, estavel. Porém, a segunda fase demonstrou uma reducdo
mais acentuada na atividade peroxidativa, possivelmente devide
a gueda na geragdoc de espécies reativas de oxigénic em resposta
a4 auséncia de luz, além da malor concentragdc de pigmentos
cloroplastidicos.

Oz resultados demonstraram gue © acumulo dos pigmentos
durante o© tratamento de resfriamento seria um dos responsiveis
pela gueda na atividade peroxidativa dos lipidios. Como no
tratamento a i0%C a correlacgio entre essa atividade
(peroxidativa) e a concentracdoc dos pigmentos foi mais baixa
(~B6%) que a apresentada pelo tratamento contreole (~897%), isso
indica gue a temperatura de resfriamento também influiu (pela
gueda na atividade metabdlica} na queda da atividade
percoxidativa. A sintese dos pigmentos (principalmente as
xantofilas, do grupo dos carctendides) estariz atuando como unma
protegéo (Schindler & Lichtenthaler, 19%94; Thiele & Krause,
1894), possivelmente contra a formacdo dos radicais livres

{(Young, 19913, inibindo a peroxidacdo dos lipidics
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constitutivos das membranas dos tilacdides (Sarry et al.,
19%4), Essa protegdc contra o Tatagque” & integridade das
membranas dos clorcoplastos € de extrema importancia para a
manutencdc da atividade fotossintética na sua totalidade
(Sguist, 1983; Dwivedi et al., 1993). Isso foi verificado neste
ensaic nos primeiros seis dias, gquando a eficiédéncia gquéantica do
PS¢ {(Fy/Fu) do tratamento a 10°C foi mantida acima de 0,800 -

uma alita eficiéncia.

5.2, avaliacic da sensibilidads aoc zesfrismento durante o
processc de enverdecimentc de folhas cotiledonares de piéntulas
de cafeeiro

A temperatura de resfriamento aplicada a&s pléntulas de
cafeeiro afetou igualmente a emissdo do sinal Fy, a area acima
da curva de fluorescéncia, bem como o0s parametros Fy e FEv.
Enquanto a temperatura fol mantida a 10°C, nenhum sinal de
fluorescéncia foi emitido. Todo o© processo de captagdo da
energia luminosa e, conseguentemente, a utilizacéo dessa
energia nfo fol possivel, uma vez gque =a temperatura havia
inibido (Cxe) ou impedide {(Clo a e b)Y a acumulacdo dos
pigmentos envolvidos na atividade fotossintética {Tabela 2).
Com a mudanca da temperatura de 10 para 25°C, a sintese dos
pigmentos fol retomada a partir do 14° dia, ac passo gue Fo, Fu
e o valor da &rea sinalizaram essa mudanga antes, por volta do

102 dia (dois dias apds mudanca da temperatura). Essa resposta
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rapida do sinal de fluorescéncia a mudanga de temperatura,
antes mesmo da correspondente deteccdo de alteragdo no contetdo
dos pigmentos, demonstra a eficiéncia dessa técnica no
monitoramento do aparelho fotossintético, guande submetido as
condicBes de estresse {(Schreiber, 1983; Bolhar-Nordenkampf &
Sguist, 18%3). Apds a alteragdo da temperatura, apesar da
retomada das varidveis de emissdo da fluorescéncia, ©S MESmMOS
ndoc recuperaram os niveils apresentados pelas plantulas tratadas
s temperatura controle, mesmo porgue o acumulo dos plgmentos
atingiu menos de 50% do acumulado pelas plédntulas do tratamento
controle. O tratamento a 10°C, porém, ndo interferiu no balango
({contendo relativo} entre os pigmentos, ao contréric da
capacidade de acumulacdo {contelido absolutol, que fol
prejudicada. Em sintese, a temperatura de resfriamento, ac
inibir o actmulo dos pigmentos cloroplastidicos, salterou a
capacidade do tecido fotossintetizante de plantulas esticladas
de cafeeiro em captar e transferir a energia luminosa até os
centros de reacd3c do PS;;. Csapd et al. {1981y também
verificaram alteracgdes no conteltdo dos pigmentos
cloroplastidicos em plantas jovens de milho crescendo abaixo de
13°C, que tal qual a cultura do cafeeirc, € criginaria de clima
guente. Segundo Lichtenthaler (1996) e Szalai et al. (1996),
alguns sintomas de danos ndc podem ser detectados a baixa

temperatura, mas apenas guando as plantas retornam a

temperaturas acima da temperatura de resfriamento, apds o
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rratamento de frio. Para Smillie et al. (1987} e Hetherington &
Squist (1988), dentre os sintomas verificados apds tratamento
de resfriamento estfo a reducfo da taxa de crescimento e a
gueda na taxa méxima de subida da inducic da fluorescéncia da
Cico &.

Neste +trabalhe, todos os parimetros da cinética de
fiuorescéncia da Clo a refletiram, de alguma forma, OS efeitos
dos tratamentos de temperatura sobre O DrOCesso de
enverdecimento e, por conseguéncia, a atividade fotossintética.
Fssas varidveis s3c sinais qualitativeos de certas etapas da
fase fotogquimica (Briantais et al., 1986; Georgieva & Yordanov,
1993; Strasser et al., 1995; Babani et al., 1986). Essas
iniciam com a captacdo da energia luminosa pelo complexo
antena, se desenvolvem com a transferéncia dessa através dos
varios transportadores de elétrons, até culminarem no centro de
reacdo do PSyz com o evento fotoguimico - reducde de um receptor
e oxidacdoc de um doador, artravés de Peao {Nobel, 1881;
Govindjee, 1995; Bowyer & Leegood, 19%7).

A relacdo Fy/Fy é a mais confidvel e mais usada variavel da
cinética de emiss@o da fluorescéncia da Clo a para avallar a
eficiéncia do PS:: na utilizacdo da energia capturada (Krause &
Weis, 1984; Krause, 1988, 19881; Cao & Govindijee, 1990;
Govindijee, 1995). Dessa forma, mesme gque certas etapas do
processo estejam sob efeitc adversc de algum fator externo,

muitas vezes a eficiéncia do PS8y é menos ou muito pouco afetada
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{Enopka et al., 1896). Enguanto os outros parémetros de
fluorescéncia representam certas etapas, a razao Fy/Fy
representa © processo global da atividade do PS8 {(Krause &
Wels, 1984, 1988, 19%1; Krause 1959%4).

No inicio da aplicacio dos tratamentos de temperatura
{(tempo 0), a eficiéncia quéntica do PSSy foi alta - média de
0,843. Esse valor corresponde aos apresentados por folhas
maduras de diversas espécies vegetais sadias em plena atividade
fotossinteética (Bjdrkman & Demmig, 1987). Mesmo com o conteddo
dos pigmentos baixoc e outros pardmentros de flucrescéncia {Fu,
por exemplo) indicandc uma gqueda na atividade do P51z, a
eficiéncla na utilizag¢3o da energia capturada peleos centros de
reagdo fol alta. Como neste ensaio o aparelho fotossintético
estava em formacdo, a capacidade de interceptacio e absorcido de
energia luminosa pelo complexo antena era baixa, n&o
sobrecarregando o centro de reacic (Psgo). 1sso refletiu em uma

alta eficiéncia do PSir, no inicio dos tratamentos.
Porém, Ja& no momentc seguinte {(primeirc dia a 25°C), a

eficiénecia gquantica do PS:; caiu drasticamente (~0,300). A
explicagdc para essa queda repentina pode estar na capacidade
de reoxidag¢do do centro de reacdoc do PSi;. O rapide aumento no
conteudo de Clo a (pigmento do centro de reagdo, Pga) em
relagdc ao contetdo total dos pigmentos, ndo foi acompanhado,
a0 que tudo indica, por um correspondente aumento na capacidade

de reoxidacdo de Pgp. A reoxidacdc do centro de reacdo pela
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reducdo de Qa envolve o estogue de PQ, capaz de realimentar com
0z ¢ processo de oxi-redugdo, que inicia a partir da redugio de
O com a oxidagdo de Pe (Bowyer & Leegood, 1887). Esse estoque
de PO muito provavelmente ainda estava haixo, nesse tenpoe de
rratamento, contribuindo para a queda na eficiéncia do  PSix
(Fo/Fu}, pela diminuigdc na capacidade de reoxidagdc de Fep. O
baixo valer de Fy, nas pldntulas nesse perlodo indica boa
arividade do fluxo de elétrons, descartandc a possibilidade
desse ser a causa da baixa reoxidacgdo de Pesos causando a gueda
apresentada na eficiéncia do P3ux.

As ©pléntulas deste trabalhc aumentaram a eficiénoia
guéntica do PSix rapidamente Jj& a partir do guinto dia apds a
rransferéncia para 25°C. Porém, mesmo © mnmédximo atingido de
0,720 estd abaixo dos valores médios relatados para espécies de
dicotileddéneas de porte arbustivo e ndo deciduas, em torno de
0,830 (Bjdrkman & Demmig, 1987). Convém lembrar que CORG
enidade amostral foram adotadas pléntulas de cafeeiro, sendo as
determinacdes realizadas nas folhas cotiledonares {(Morelha-de-
onga”), ndo definitivas. £ razoavel considerar essas £folhas
cotiledonares como bdrgéos ainda heterotrdéiicos:; por
conseguinte, essa eficiéncia quéntica né&o seria té8c baixa
guanto  parece. Essas plantulas, na forma estioclada e

completamente desprovidas de pigmentos, atingiram durante o
processo de enverdecimento (sob temperatura de 25°C) uma

eficiéneia qudntice préxima de 70%. Heupel & Kutschera (1996}
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concluiram gue folhas cotiledonares (verdes) de plantulas de
girassol em processo de enverdecimento atuaram como brgdos
heterotréficos. Em pléntulas de soja, Harris et al. (1986
verificaram dque a contribuicioc fotossintética das primeizras
folhas definitivas era cerca de cinco vezes a das folhas
cotiledonares [(pigmentadas).

0 efeitc da temperatura de resfriamenteo afetande a
eficiéncia do PSi;r parece ndo ter sido permanente neste ensaio.
Apesar da sintese de pigmentos ter sido inibida em mais de 50%
apbs © tratamento de resfriamento, a eficiéncia quintica do PS8:
foi restabelecida. Isso demonstrou que o acimulo dos pigmentos
durante © processe de enverdecimentc estéd além das suas
necessidades metabdlicas para manutengdo da atividade
fotossintética, mais especificamente do PS:;;. As plantulas de
cafeeiro atingiram a eficiéncia qudntica igual & do controle
com aproximadamente a metade do contetide das Clo’s a e b e
cerca de 40% do contetde dos carotendides, resultados esses
ocbservades apds a alteragic da temperatura do tratamento de 10
para 25°C. Godde & Dannehl ({1994) observaram gque plantas de
espinafre (sob estresse nutricional) com cerca de 590% do
conteddo de clorofila apresentaram uma queda de apenas 10% na
razdoc Fy/Fx.

Os transientes da Clo a s3o umas das mails freqgiientes
técnicas usadas na pesguisa em fotossintese para investigar as

reac¢des do PSi; (Dau, 19%4; Govindijee, 1995). No inicio do
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processe de enverdecimentc das plantulas de cafeeiro, &
cinética da fluorescéncia se caracterizou pela apresentagdo de
apenas dois transientes, “0” {(ou Fp) e "FP7. Hessa amostragen
nio foram observadas as inflexdes “J¥ e “I”, ou *I” estaria se
sobrepondo ao “PY (I=P), como j& verificado antes por Strasser
et al. {1995). Como o aparelho fotossintético dessas pléntulas
estava em processo de formacgdo, Jjuntamente com a acumulacdo dos
pigmentos, © PSxx e o pool de PQ, ainda pouco expressives
guantitativamente, também apresentavam peguena variagio
gualitativa. Dessa forma, a peguena heterogeneidade do PSpz fol
refletida pela emissdo de um sinal de fluorescéncia, onde a
inflexdo “I” ndc se distinguiu do transiente “P7.

No primeiro dia do tratamento a 25°C, ¢ sinal de Fo variou
muitc pouco com relagdo ao inicio do tratamento. Porém, isso
£fo1 uma excecdc dentro dos demais parémetros, gue variaram
nitidamente. Na anélise em separado das demais varidveis de
fiuorescéncia, também foi observado tal resultado.
provavelmente, isso foi uma conseguéncia do processo de
organizagdo do aparelho fotossintético a partir do inicio da
acumulacdo dos pigmentos cloroplastidicos, refletidce na emissio
da fluorescéncia da Clo a. Com a progressdo no actmulo dos
pigmentos, © sinal de fluorescéncia emitido pelo PSp; também
intensificou-se, com maior amplitude durante o tratamento
controle ({25°C).

Neste trabalho, as pléntulas sob o tratamentc de
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enverdecimento & temperatura de 10° ndo emitiram gualguer
sinal de fluorescéncila, enguanto permaneceram sob a temperatura
de resfriamentc. A baixa temperatura inibiu o actimule dos
pigmentos e toda a organizacdo do aparelho fotossintético, cuda
consequéncia fol a queda na eficiéncia de utilizacdo da energia
guéntica por parte do PSi;. Porém, o tecide fotossintético
demonstrou uma capacidade em recuperar a atividade do PS:; dez
dias apds o© retorno das pléntulas & temperatura de 25°. No 182
dia, a fluorescéncia emitida apresentou uma cinética tipica,
com todos os transientes. Tanto as inflexdes “J7 o I7, bem
como Fp e © pice “P¥, refletiram as alteracdes ocorridas no
aparelho fotossintético. O resultado foi uma atenuacdo da
fluorescéncia emitida e reducdio (com excecdo para Fp} no tempo
de ocorréncia dos transientes. Esse resultado pode ter side uma
consegliéncia da menor concentracdo de Clo 2 e das limitacdes no
fluxo de elétrons através do PS:;; (Ogren, 1991; Strasser et al.,
1995).

A partir das determinacdes da velocidade de emissdoc da
fluorescéncia (Strasser et al., 19853, verificou~se que,
provavelmente, a gueda na eficiéncia da reducdc de Qs nas
pléntulas tenha como causa © menor fluxo de elétrons através do
PS:z. No periodo entre o 19% e o 272 dia do tratamento a 25°C, o
fluxo de elétrons estava baixo, como foi verificado pela Fy
{(Georgieva & Yordanov, 1993). Como o fluxo de elétrons entre os

“trocadores” de elétrons fotossintéticos estava possivelmente
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prejudicado, houve uma diminuic¢doc na ocorréncia das reac¢des de

oxi-reducdo, dentre elas a redugdo de Q. No 112 dia do
rratamentc a 25°C, como o fluxo de elétrons j& se apresentava

em niveis satisfatériocs, a velocidade de reducdc de Qs fol
alta. Essa mesma resposta foi observada no 18% dia do
rratamente de resfriamento. Janssen & van Hasselt (1988)
propuseram due © aumento de Fy como resultado da Dbaixa
temperatura foil devide a um aumentic na porcentagem de Qa s
causado pela menor taxa de reoxidagdo do mesmo.

A fluorescéncia varidvel relativa {(dv/dte) & uma medida da
fracio de Qa gue se encontra no estado reduzido {Qa'}, num
determinado tempo, com relagdo ao estado inicial f{em Iy toda Qa
estd oxidada) (Strasser et al., 1995). MHNeste trabalho, o©s

resultados mostraram gque a atividade fotoguimica do tecido
forossintético das pléantulas de cafeeiro fol estimulada com 2
mudanca das pléntulas para a temperatura de 25°C, apbs dez dias
socb temperatura de resfriamento. Esse estimulo também foi
ohservado com os resultados relativos aos transientes “OJIPT.

0s resultados de dv/dty, e os da eficiéncia quéntica do PS5
deste ensaio se somam para consolidar a evidéncia de gque a
saturacdo na atividade fotossintética das pléntulas de cafeeiro
ocorreu bem antes da saturagdc no acumulo dos pigmentos
cloroplastidicos.

Quandc se menciona & eficiéncia gquéntica ou a taxa

relativa fotoguimica do PSy:, refere-se a apenas a uma fragédo de
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contetdo total dos pigmentos (Clo's a & b e carctendides) gue
estdc diretamente envolvidos no processc fotossintético.
Existem outros PSpp inativos, também associados a pigmentos, gue
ndo estariam contribuinde nas varidveis de fluorescéncia
analisados, mas cujos pigmentos a eles associados somam—se do
conteudo total dos pilgmentos (Cac & Govindijee, 19%0:; Hrause &
Weis, 199%1; Krause, 19%4; BRowver & Leegood, 1997). Esses PSi;
inativos podem ser modificados, retornandoe & atividade
fotoguimica (Aro et al., 1993; Krause, 199%4; Anderson et al.,
1995). E sabido, também, gue alguns pigmentos cloroplastidicos,
especialmente 03 carotendides, participam ativamente das
estratégias fotoprotetoras (Lichtenthaler, 1987; Young, 19%1;
Schindler & Lichtenthaler, 1994; Hall & Rac, 19953), minimizando
a aglc foto-oxidativa do O; na presenca de luz sobre o aparelho
fotossintéticec. Além disso, também € importante considerar gue
as determina¢des de fluorescéncia foram realizadas apds
excitagéo do tecido fotossintético sob condicSes étimas de luz
(tanto na intensidade como na gualidade). Essas condicdes
dificilmente s8c reproduzidas por um tempo prolongado no
ambiente natural, onde a disponibilidade de luz é altamente
variavel com a hora do dia, com a posic@o de insercic da folha
no caule, com ¢ sombreamento provocado pelas folhas superiores
do dossel, dentre outros fatores (Bolhar-Nordenkampf, 1985).
Dessa forma, as plantas ndo realizaram uma “aquisicdc de luxo”
ao acumular o dobro do conteldo de pigmentos necessdrios para

atingir a saturag¢dc da atividade fotossintética, mas sim,
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fizeram um “investimento” gue lhes permita sobreviver nas
condicdes diversas do seu héabitat.

0 nivel de peroxidagdo lipidica no material controle deste .
ensaic foli crescente até o 142 dia, sendo no final do ensaio 5

vezes superior ao do inicio do processo de enverdecimento.

aAjguns antores atribuem  ac e {oxigénic singlefo) o
desencadeaments da peroxidagdo lipidica (Hodgson & Raison,
1991; Olsson, 19895; Qiu & Liang, 199%5). Como & de CORsSenso,
rtambém, gue o8 carotendides s8c fisiclogicamente importantes na
protecdo contra ‘0, {(Andersen & Krinsky, 19732 Matrhews-—Roth et
al., 1874; Young, 199%1; grhindler & Lichtenthaler, 199%4). Nesse
ryabalho, porém, o aumento no nivel de peroxidagdoc lipidica foi
acompanhado pelo aumento na concentracdc dos carotendides. 1IsSs0
mostra gue a atividade protetora desses pigmentes (Young, 1891)
ndac foi capaz (pelc menos até o 142 dia) de inibir a agdo
peroxidativa do n,. Essa espécie reativa de oxigénio pode ser
gerada no cloroplasto, na presenga de luz em condigdes de
estresse, como a bailxa temperatura (Vass et al., 1992; Aro et
al., 1993; MacPherson et ail., 1893).

£ provével gue com & inibicdo do fluxo de elétroms, tenha
ocorrido a geracdc de espécies reativas de oxigénio gquando a
concentragdo dos carotendides ainda era baixa, insuficiente
para extinguir o potencial foto-oxidativo formado. Em

conseqguéncia, ocorreu O sumento no nivel de peroxidacg@o

lipidica nas plantulas do tratamento a 28%" o uma tendéncia de
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aumentoc nas plantulas do tratamento de resfriamento (Figura
35} . Segundo Takahama & Nishimura (1975}, a formacZc de MDA é

estimulada guando a transferéncia de elétrons através do PSS

(i

inibida ou inativada pelo estresse luminoso. A partir do
momento em que a concentragioc dos carotendides nas plantulas de
cafeelirc deste trabalho esteve alta fno 18% dia para o
tratamento controle), o5 niveis de peroxidagso lipidica se
estabilizaram, configurando, dessa forma, a funcidoc protetora
desses pigmentos cloroplastidicos. No tratamente a 10°C, como
tode o metabolismo fol comprometido, a geracido de 0,
provavelmente também ¢ foi, resultandoc em menor atividade
peroxidativa sobre as membranas dos cloroplastos. A presenca de
certos pigmentos da classe dos carotendides pode, também, ter
contribuido para essa menor atividade peroxidativa. Nesse
tratamento, dez dias apds mudanga da temperatura para 25°C, foi
verificade a partir do espectrc de absorgdc dos pigmentos
cloroplastiticos, a presenga de pequencs picos {(“ombros”) na
faixa do azul. E possivel gue essa resposta seja resultante da
maior presencga de certas xantofilas no grupe dos carotendides.
Viclarantina e neoxantina apresentam picos de absorcio na faixa
de 420 e 416 nm, respectivamente (Lichtenthaler, 1987). Todos
esses pigmentos estdc envolvidos em mecanismos protetores
contra o©os danos causadoes sobre o aparelho fotossintético
provenientes de condigles estressantes (Young, 1%91; Schindler

& Lichtenthaler, 19%4).
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5.3. EBfeitos da temperatura de resfriamente na susceptibilidade
de plantas jovens de cafeeirec & fotoinibicio.

A temperatura de resfriamento aplicada &as plantas de
cafeeiro afetou a atividade fotossintética das mesmas de forma
irreversivel, pelc menos dentro do periode de recuperacio
avaliado. A eficiéncia quéntica do PS:;; caiu apds ¢ tratamento a
10°C e o tecido fotossintetizante ndo fol capaz de recuperar
plenamente a sua atividade. Essa resposta, provavelmente, estd
relacionada a origem da espécie C. arabica, de regides de clima
tropical. Bauer et al. (1985) também verificaram uma gueda na
atividade fotossintética de plantas de cafeeirc submetidas 3
temperatura de resfriamento. Para Wang (1982}, 2a gueda na
fotossintese é apenas uma das varias alteragdes bioguimicas e
fisioldgicas ocorridas nas plantas, em resposta ao estresse por
baixa temperatura.

£ provavel que a qgueda na eficiéncia quantica do PS;; seia
uma consegquéncia do mencor fluxo de elétrons causado pelo
abaixamento da temperatura. A mobilidade das proteinas e dos
diversos componentes da cadeia transportadora de elétrons
fotossintéticos é fortemente influenciada pela mobilidade dos
lipidios, onde esses carreadores estdo inseridos nas membranas.
A temperatura de resfriamento, diminuindo a mobilidade desses
lipidios {(Murata & Fork, 1875; Rlonso &t al., 1987:; Queiroz et

al., 1998}, causara uma conseguente perda na mobilidade dos
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carreadores e da sua funcioc. Essa gueda noe fluxo de elétrons
foi wverificada através das wvaridvels de fluorescéncia Fp e Fy
{Figuras 36 e 37}, bem como pelo decréscimo na reducdc de (a,
constatada através da resposta apresentada pels Fu (Figura 38).
A capaclidade de reposigdo de O também fol muito afetada, com
uma grande gueda no pool de PQ. Para Bauer et al. (1987), a
maior contribuicdo na redugdo da atividade fotossintética pela
temperatura de resfriamento se deve a impedimentos no
funcionamento dos clorcoplastos. Segundo Krause {1894, a
fotoinibigdo induzida por baixa temperatura se caracteriza pela
inativac¢doc dos centros de reacgdo do PS;;. Esses centros porém,
ainda seriam capazes de aprisionar a energia de excitac3oc e
converté~la em calor. Dessa forma, a inativacic do PSSz atuaria
protegendo o© aparelho fotossintético contra a foto-oxidacdo de
pigmenteos durante a excitacgdo excessiva (van Wijk et al.,
1892;.

Quande as plantas de cafeeiro foram submetidas ao
tratamento com aita intensidade de luz, a queda na eficiéncia
guéntica do PSix foi maior. Porém, para aguelas gque j& vinham de
uma condlgcdc estressante por baixa temperatura, a gueda
imediata em Fy/Fu, ndoc foi intensificada (Figura 41). Essa
resposta difere daquela apresentada por Greer & Laing (1989),
que verificaram em plantas de kiwli uma gueda no rendimento
quéntico do PSix duas vezes maior guando as mesmas, apds
tratamentoc de resfriamento, foram submetidas ac tratamente de

luz com alta intensidade. Certamente, & associagdo do estresse
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por baixa temperatura com © de luz de alta intensidade atua
como um pontente fotoinibidor (Greer et al., 19%91; Krause,
1684; Osmond, 199%4; Andrews et al., 19%5}. Entretanto, a
manifestac&c do dano, e sua amplitude, sobre a atividade do
P8:;r, isto &, na capacidade de transportar elétrons, pode nao
rey ocorrido imediatamente apds o processo fotoinibitédério. Os
Drocessos due resultam na inativacdo do P3z; poderiam ocorrer em
mais de um eitapa, comc uma forma de aumentar a eficiéncia
quando da recuperagdo do dano. Iste estaria mascarando o
vardadeire dance causade pelo estresse luminosc, £ intensificado
pela condig&co de resfriamento por gue foram submetidas as
plantas de cafeeiro.

Segundo Powles (1984), o principal dano causado peiaz
fotoinibicdo sobre o aparelho fotossintético ocorre no admbito
do PS::. O processo fotoinibitdério induz, além de um dano
funcional no transporte de elétrons através do PSir, um dano
estrutural . Alteracdes na rotatividade da proteina [; do centro
de reacdo do PSp;x sdc consideradas o principal fator de
desestabilizacdo estrutural do PS;; (Arc et al., 1983; Krause,
1994).

A proteina D; é caracterizada por sua réapida rotatividade
(sintese-degradacdo), dependente de luz {(Mattoo et al., 19%94).
Mesmo sob condicdes dtimas para a fotossintese, a proteina D; é
rapidamente degradada e substituida através de nova sintese.
Quando a degradaclo de Dy excede a sua sintese, como em
condicdes de estresse luminosoc, centros de reagdo do PS8

130



inativos serdc acumulados, caracterizande o fendmeno da
fotoinibiglc (Arc et al., 1993, 19924). A protedliise da proteina
Dy & descrita come um processo de duas etapas: primeirc a
proteina seria “marcada para degradacdc” por um  processo
fotofisico. Posteriormente, numa segunda etapa, essa proteina
{marcada} sofreria a agio proteclitica de enzimas pré-
existentes (Aro et al., 1990; Richter et al., 19%990). Segundo

Arc et al. {193%0), a protedlise de D; & fortemente inibida em
temperatura abaixo de 7°C, mas ocorre independentemente da luz,
guando a temperatura do tratamento fotolinibitérico é elevada
para 20°C.

0 tempo de exposigdoc ao tratamento fotoinibitdério afetou a
gueda ocorrida na razio Fy/Fy das plantas de cafeeiro. Com ©
aumento no tempo do tratamente de luz, fci maicr a gqueda na
eficiéncia gquéntica do PSir. Porém, essa gqueda, quantificada
através da eficiéncia gudntica do PSiz, atingiu uma saturacdo.
Os wvalores de Fy/Fu obtidos imediatamente apds © tratamento de
iuz estabilizaram-se; a partir dessa fase, mesmo duplicande o©
tempo de exposi¢dc ao tratamento de luz, ndc houve uma perda
correspondente na atividade fotossintética.

A extens@o do danc sobre a eficiéncia gquéntica do PS::
pode ser avaliada pela capacidade de restabelecimentc da
eficiénecia do aparelho fotossintético do tecido (Greer et al.,
1991)., Nas plantas de cafeeiro gue foram submetidas ao

tratamento de resfriamento antes do processo fotoinibitdérico, a
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recuperacdoc da eficiéncia do PS;: foi prejudicada. MNessas
plantas, &a recuperacdo da eficiéncia gquéntica do PS:;; fol muito

inferior & das plantas tratadas a 25°%. A capacidade de

recuperagdo das plantas tratadas a 25°C, apds ¢ tratamento de
iuz mals dréstico (60 minutos de duracdc), se igualou a das
plantas tratadas a 10°C apés o tratamento fotoinibitédrioc de

menor duracdo {cinco minutes). J& para agueles tratamentos de
luz mais prolongados, nas plantas submetidas ac tratamento de
resfriamento, houve uma recuperagidc multo peguena {apds 30
minutos de chogue de iuz) ou praticamente nula (com 60 minutos
de luzi. Issc mostra gque o dano causadce pelo tratamento de luz
sobre o aparelho fotossintético foi  intensificado pela
temperatura baixa. Para Greer et al., (19%1), a temperatura
baixa também intensificou o dano causade pelo tratamento
fotoinibitdrio, manifestado através da capacidade de
recuperacgdco da atividade fotossintética.

¢ restabelecimento da eficiéncia quéntica do PS:: das
plantas de cafeeiro submetidas ao tratamento fotoinibitdrio
ocorreu, de modo geral, em duas etapas. A primeira, mais
pronunciada, deu-se na primeira hora do periodc de recuperagdo.
A partir dessa primeira hora, seguiu-se uma segunda etapa,
muite mails lenta, com peguenos ganhos em Fy/Fy. A plena
recuperagdo da eficiénecia do aparelho fotossintético das
plantas de cafeeirc ndo foi possivel, pelo menos dentrc do

periode de tempo avaliado (tr&s horas) (Figura 42). O processo
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de recuperag8o da eficiénela  guintica do PS8, guando
acompanhado pels razfo Fy/Fu, apresenta, geralmente, duas fases
distintas {Somersalc & Krause, 1989; Krause & Weis, 1991; Hurry
& Huner, 1892). Segundo Krause (1934), a primeira etapa pode
ocorrer mesme sSob balxas temperaturas e ndo hé, nessaz fase, o
cicleo de reparo da proteina D;. Essa fase & caracterizada jolaka
mudangas conformacionals no PSiz, tornando-o ativo novamente. Na
segunda etapa, ¢é necessdrio a sintese e reinsercdc de novas
unidades da proteina Di no centro de reagfo do PS::. Nessa fase,
ocorre a montagem do complexo protéico (PSp) e sua migracdo no
tilacdide, entre as lamelas do estroma (local da montagem) e as
do grana (local de atuacdc} (Aro et al., 193%0; Cariberg et al.,
1992} . Como visto, essa fase é influenciada pela temperatura,
ndc ocorrendc sob baixas temperaturas.

C conceito de dano foteoinibitdéric tem sido guestionado.
Ainda € matéria de discussdo se a fotoinibic8c € considerada um
processo vantajoso, estando sob controle fisiolégico, ou um
processo danoso, pela geracdo de espécies reativas de oxigénio
{Krause, 1994; Osmond, 1994). Segundo Demming & Biorkman
{1887), ¢ decréscimo inicial na eficiéncia fotoguimica apds
estresse luminoso estd sob controle fisioclégico. Isso evitaria
o actimulo de centros de reagdes do PS;: no estado reduzido
{fechado, porém aptos para aprisionar a energia). Ainda segundo
os mesmos autores, caso essa situacido (a condic3o de estresse)
se perpetue, levaria a um segundo estiglo hipotétice da

fotoinbicdo, onde haveria a formacdc de centros de reacic do
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PSyr fotodanificados, permanentes. No primeirc caso, estaria
configurado o gue Weis & Berry {1987 e Dwivedi et al. (1985}
classificam como down regulation da eficiéncia guintica do PSi;.
Para Krause (1288) esse mecanismo permite uma “desaceleracgic”
de fotoguimica do PS8z evitando-se uma fotolnibicdo mais severa.
Esse processo @ reapidamente reversivel guando se elimina as
condlicdes estressantes para az atividade fotossintética. No caso
da ocorréncia de danos mails severos no PS8, gue exiiam a troca
de algum componente {a proteina Dy, Dor exemplo}
permanentemente danificada do fotossistema, ¢ processo € tido
come uma fotoinibicZo {Powles, 1884; Krause, 1988, 189%4; Arc et
al., 1994; Osmeond, 1994:; Castro et al., 1985), A foteoinibicioc
pode ser reparada (Samuelsson et al., 1987; Ogren, 1988; Baker,
1%91) sendo o preocesse de reparo sensivel a baixas temperaturas
{(Greer et al., 1986). Esse processo estéd sob  controle
fisioldgico € nd8c deve sser visto meramente como um dano causado

pela incidéncia de alta densidade de filuxo de fétons.
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&. coNcrusOEs

A manutencido da integridade das membranas dos tilacédides
em plantas jovens de cafeeiroc & fundamental para a conservacdo
de alta eficiéncia quintica do PS8:;, sendo gue essa eficiéncisa
se mostrou mals dependente da agdco protetora dos plgmentos
cloroplastidicos do gue propriamente da concentracio desses.
Quandc as plantas de cafeeiro foram expostas a densidade de
fluxe de f£d5tons de 2500 pﬂmiiﬁﬁesg apds tratamento a 10°C, ni3o
nouve uma malor perda na eficidncia guantica do PS8z em zrelagio
ac tratamento controle {(25°C). Porém, a capacidade de recuperar
plenamente a atividade fotossintética, Zfol significativamente

menor; caracterizando a oceorréncia da fotolnibigdo da

fotossintese.
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APENDICE



APENDICE I

Relagdo de eguages de figuras do estudo dos efeitos da
temperatura de resfriamento sobre o aparelho fotossintético de
plintulas de café.

Figura 9B - (Fo)

e Y = 99,921 + 1,186x - 0,086x* + 0,00089x> R? = 99,99%

Figura 10B - (Fu)

s« v = 100,099 - 0,793x% + 0,174%° - 0,00607x° R = 99,95%

Figura 11B - (Area)

e Y = 102,233 - 3,281x R? = 89,77%

Figura 12B - (Fv/Fu)

e Y = 99,910 - 0,490x + 0,070x* - 0,00141x> R? = 93,99%

Figura 13B - (Fy/Fa)
e ¥ = 100,687 - 5,721x + 1,144x%® - 0,068x° + 0,00150%*

R? = 99,96%

Figura 15 - (Clo a)
e 25°C -» Y = 98,605 + 63,468x - 5,419%% + 0,15%47%° R% = 99,83%

378 5227 R?

2 10°C = v =
1+3,6368 £(~0:4783 %)

= 98,61%
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Figura 16 - {(Clgo B
® 25°C —» Y = 115,137 + 75,160x - 6,803x% + 0,19974x%> R? = 97,973

e 10°C - v = 391,1767 R? = 99,37%

1+3,1765 ¢(~0,8405 %)

Figura 17 = {Cy 4+ o}
e 25°C —» ¥ = 101,596 + 77,040x ~ 7,229%% + 0,23010%° R = 99,81%

38%,7730

R = 99,67%
1+2,7583 {—0,4535 %)

e 10°C —3 v =

Relag@o de egquacdes de figuras do estudo dos efeitos da
temperatura de resfriamento na susceptibilidade de plantas

jovens de café a fotoinibicdo

Figura 36A - (Fg)

e 25°C: 5 min. - v 920,2260 R = 82,47%
1+0,1318 ¢(—0,0068 x)

® 25°C:30 min. -> v 861,1951 R? = 74,15%
1+0,1648 o(~0.0702 x)

e 25°C:60 min. -» v 836 ,8289 82 = 82,96%
1+0,1607 e{(~0,0203 x)

® 25°C:Controle -+ Y = 745,2036 - 0,0421x R? = 18,12%

Figura 36B — {Fq)

e 10°C: 5 min. — v 914,9157 R? = 96,11%

140,115 ¢(—0.0566 x)

i6G



4,7077
e 10°C:30 min. —> y. (/33,8154 %7,7430461 E +08)+(825,9771x"""" )
7.7430461 E + 08 + x4+ 7077

R® = 91,62%
s 10°C:60 min. — Y = 712,2164 - 1,2177x + 0,0118x% = 2,44E-05x°
R® = 66,76%

e 10°C:Controle — Y = B811,4647 + 0,0630x - 0,00041%° R® = 14,04%

Figura 372 -~ (Fy)

¢ 25°C: 5 min. —> Ve 2236,1019 R = 95,00%

142,3413 £(—0,2851 %)

s 25°C:30 min. —» v= 1751,4177 R?
1+4,6554 (10,1226 x)

87,39%

_(0,9593 ~0,1684 x)

® 25°C:60 min. ~—» Y =1375,3265¢ R? = 95,68%

e 25°C:Controle — Y = 2649,3606+3,4381x-0,01390%° R® = 82,95%

Figura 37B - (Fv}

(—0,0408 —0,0418 x)

e 10°C: 5 min. —» Y =1599 4202e"° R = 96,29%

e 10°C:30 min. —» Y = 261,2943 - 4,2629x + 0,0827%° - 0,00033%°
R = 77,52%

193,2637
1-0,1986 e{~0,8417 x)

e 10°C:60 min. - vz R? = 38,06%

e 10°C:Controle — Y = 2538,5447+0,0738x+0,00059x* R? = 19,21%
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Figura 38A - (Fy)

3083 ,4153

= r?
1+0,8869 ¢(~0,1359 %)

@

25°C: 5 min. — vy 95,26%

25°C:30 min. - v 2706 ,3734

= R* = 97,42%
1+1,6028 o(~0.0767 x) ,

@

, -{3, 4405 ~0,034
25°C:60 min. - Y:ZQ“?&S‘?BS@“Q{ o >-0 §%) R = 83,01%

@

3599 ,4701

R® = 86, 60%
1+ 90,0621 o(=0,0190 x) ’

® 25°C:Controle = v

Figura 38B ~ ({Fy)

~0,5882 —0,0415
~el %R 2 97,429

e 10°: 5 min. - Y =2465.0535¢
e 10°:30 min. —» Y = 983,3534 -~ 5,0355x + 0,1862x° - 0,00068%°

R = 98,83%

e 10°C:60 min. — ¥ = 895,0204 + 0,27162x R = 23,34%

s 10°C:Controle — Y 3206,3919% - 6,2799%x + 0,0937x° - 0,00032%°

R? = 71,21%

Figura 3%A - (Tem)

o 25°C: 5 min. — vo 0,6904 R? = 97,36%
1+1,2787 e{~0,0744 x)
e 25°C:30 min. - va 0,6998 2% = 60,08%
1+0,1594 ¢(~0,0347 x)
. ""05
s 25°C:60 min. —> ¥ =-0,6211*[11202 —e' 0866“’3 R? = 88,83%

¢ 25°:Controle —» ¥ = 0,3958+0,0013x~1,2300E~05x2+3, 0580E-08x"

R? = 47,96%
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Figura 39B -~ (T

e 10°C: 5 min., = ¥ = 0,4130~2,0252E-05x~4,3411E~-07=* R® = 27,80%

e 10°C:30 min. — va 0,4955 R = 95,54%
10,4636 o(—0,2572 %)
e 10°C:60 min. — v= 0,5903 R? = 90,37%

10,2413 ¢(~0:2160 %)

e 10°C:Controle — ¥ = 0,3643+0,0007x~1,0439E~05%x+3,9243E~08x%"

r? = B4,30%
Figura 40A ~ (Area)
s 25°C: 5 min. - v. 69963 ,628 R* = 96,83%

i
{1+ e[-2,7329 ~(0,1074 )], 0,0394

(6,3535 ~0,1183 x)}

2y,
b
]

e 25°C:30 min. - Y =61238,213¢~° 96,80%

[~e(~0,1651-0,1218 %),

® 25°C:60 min. - Y =51968,094¢ R* = 94,97%

e 25°C:Controle — ¥ = 61799,805 + 26,85%6x R* = 42,73%

Figura 40B - (Area)

e 10°C: 5 min. = Y 15995,936 + 247,0632x - 0,75508x%°

R® = 95,26%

e 10°C:30 min. —» Y

13098,018 + 1,09154x R = 5,77%

e 10°C:60 min. — Y

i

15266,815 - 147,0210x + 1,3155x% -0,00376%°
R? = 98,05%
o 10°C:Controle — ¥ = 41678,782 - 74,7843x + 1,0248x% ~0,00336x%°

R? = 55,35%
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Figura 412 - (F¢/Fy)

0,7165

® 25°C: 5 min. = va=
1+0,7600 ¢(—0,3436 %)

R® = 97,43%

(~0,0710 x)

s 25°C:30 min. =3 Y =0,3994 *[1,6350 —e ] R = 95,673

25°C:60 min., = v . 0,5330 5
1+3,4998 £{—0,3329 x)

&

= 91,31%

e 25°C:Controle —» Y = 0,77%6 + 9,6918E~05% - 2,90095E~075x%"

R® = 46,569%

Figura 41B - ([Fy/Fu}

(~0,0612 x) }

® 10°C: 5 min. — Y =0,1890 *[3,1798 —¢ R = 91,55%

* 10°C:30 min. — v _ 0,3530 1 R? = 95,54%
{1+ ¢[101,6911 -(0,7134 x)}}ézs 9150

e 10°C:60 min. - ¥

fi

0,1829-0,00012x+1,841785~06%% R?

55,36%

® 10°C:Controle — ¥ = 0,7403-0,00016x+1,15185E~06x? R2

55,48%

Figura 42A - (Fy/%g}

(~0,1473 x) | R

® 25°C: 5 min. —> Y =2,0746 *[1,3522 - e = 96,45%
0,6794 ~0,0862

o 25°C:30 min. -> Y =2,1483 el—8' 1 R = 98,138

e 25°C:60 min. — v 1,6519 R® = 86,72%

[1+3,7625 £(-0:1442 %)

@

25°C:Controle — Y = 3,5814+0,0035x-1,27843x> R® = 68,99%
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Figura 428 — (Fo/Fo)

: ~0,0262
e 10°C: 5 min. — Y =0,0648 *§L7984—-e( x)} R = 94,47%

o 10°C:30 min. — V= 0,5381 ®? = 56,70%
1+10,7577 £](~0,0073 %)

¢ 10°C:60 min., - ¥ = 0,2489-0,0013x+1,21328-05x"~2, 3098E-08x"

r? = 45,91%

{6,0001% x)

e 10°C:Controle —» Y =3,0191¢ r? = 37,58%
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