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I. INTRODUGAO

No melhoramento de plantas, a produgao nas condi

¢oes naturais de cultivo constitui um dos principais ob

jetivos de todo programa, Nos ultimos anos além da ave

riguagao da produgao total vem—se tambem procurando iden
tificar os principais componentes dessa produgao. Muitas
. ’ ~ - -, ‘

informagoes vem se acunulando sobre varios aspectos re

lacionados com a eficiencia biologica. Algumas diferen-

cas na capacidade potencial ligada a producao, como os

.

mecanismos de transferencia de energia, taxa de assimili
¢3o aparente, translocacao e utilizagao dos fotossinteta
dos, absorcao e uso dos nutrientes, substancias de cres
cimento e resposta a condigoes extremas. de temperatura e

- -~
agua, vem sendo estudadas.,

Em cafeeiros tem-se assinalado que a producao de
graos esta correlacionada com o desenvolvimento vegetati
vo. Essa caracteristica tem sido usada para selegzo pre
coce de progenies de cafe. Estimativas da capacidade
de produgao de materia seca ou da taxa fotossintetica nxs
condigoes naturais podem oferecer importante subsidio ao
estudo da adaptabilidade ecolagica dos diversos cultiva-
res de café., Poder-se-ia assim estimar, em relagao a

producao, a interagao de tres fatores principais macro-

‘ec015gicos: intensidade de luz, temperatura e umidade do

solo, Tais informagoes seriam de real proveito junto a
programas de melhoramento genetico, principalmente no

caso de culturas perenes,

Todavia, a avaliacao do comportamento de novos

ultivares exige varios anos e a mobilizacao de grandes
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tas progenies ou selegoes. Determinacgoes de incremento
de materia seca exigem delineamentos especiais, os expe
rimentos sao de longa duragao e com o inconveniente de
estarem sujeitos a fenomenos meteorologicos incontrola-

veis,

Por esse motivo procura-se estimar parametros fi-
sioldgicos ligados a producao em condigcoes controladas
para posterior avaliacao em condigoes de campo. Avalia
coes de fotossintese aparente sao usualmente realizadas,
utilizando-se um analisador de gas por infravermelheo /
(IRGA). No entanto a sua utilizagao em condigoes natu
rais acarreta algumas dificuldédes de operagao e mobili-
dade de todos os acessorios dentro de uma cultura.

O emprego de 14002 para medir a fixacgao de CO2
pelas plantas tem sido largamente utilizado. FEste méto-
do oferece as vantagens de precisao e facilidade de ope

ragao, o que permitiria o seu uso dentro de uma cultura

em condigoes naturais., A utilizagao de um equipamento

de facil manejo para as condigoes de campo, utilizando
14 . . .
002 foi apresentado por Shimshi (1969),

0 objetivo do presente trabalho foi a construcgao
de um equipamento semelhante Squele proposto por Shimshi
e a sua utilizacao em cafeeiros, visando uma avaliagao
precoce do potencial de produgao como informagao comple
mentar ao programa de melhoramento genetico desta espe-
cie. As caracteristicas da metodologia foram avaliadas
utilizando-se cultivares de cafe geneticamente conheci-
dos, em condigges’controladés de temperatura e luz.  A-
pos o conhecimento de sua variagao e a comparacgao dos
resultados obtidos de fotossintese aparente com aqueles
existentes na literatura, trabalhos em condigoes de cam
po poderao ser desenvolvidos visando estabelecer crite-

rio adicional para selecao de plantas mais eficientes.



II. REVISAO DE LITERATURA

>

0 14C tem sido bastante empregado nos estudos de

fotossintese nos ultimos 30. anos, permitindo identificar
produtos e esclarecer vias metabdlicas a partir da incor
poracgao de 14COz. A translocagao dos fotossintetados tan
bém tem sido acompanhada, utilizando-se este isotopo co-

mo tracador (Calvin & Bassham 1962),

Por outro lzdo, as estimativas de taxas fotossin-
teticas usando 140 sao ainda pouco fréquentes na litera-
tura. Este fato se deve provavelmente as dificuldades
instrumentais e limitacoes técnicas para interpretagao
dos resultados. Duas principais limitagoes sao aponta-
das: discriminag3o isotdpica entre 120 ¢ Y4¢ e diluicao
do 14C fixado, em experimentos de longa duracao (Vozne-

senskii et al, 1971).

Avaliagoes de taxas fotossintéticas podem ser fei
tas a partir de medidas de fixang de determinada Quanti
dade de 14CO2 assimilada, ou pelo decrescimo da ativida
de de uma mistura gasosa contendo 14CO2 mantida em torno
da folha., 1Incluindo-se no primeiro caso,‘Shimshi (1969)
apresentou um método conveniente de avaliar fotossintese
em condicoes de campb, baseando-se no trabalho de ‘Austin
& Langdon (1967). Aquele autor propos uma digestao Eci-‘
~da total da area da folha incorporada e a atividade do
14C02 fixado era detectado por cintilagao 1§§uida.

Patterson & Greene (1965) propuseram uma mistura
de cintilacao utilizando tolueno e triton X-100 2/1 (v/v)
para amostras aquosas. Turner (1968) fez um estudo cri-

tico desta solugao, comparando com a solugao de Bray

(Bray 1960). Concluiu que a mistura de cintilagzo de
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tolueno/triton X-100 era excelente para amostras acidas
e relativamente eficiente para amostras alcalinas. 0
triton X-100 agiu como um eficiente agente de solubiliza
¢ao, permitindo que uma serie de sais de alta polaridade,
normalmente insoliveis em solvente organicos,pudesse ser
usada. Madson (1969) utilizou 1 ml de NaOH 1N misturado
com 15 ml de tolueno/triton X-100, neutralizado com 0,1
ml HC1l conc. para medir a radioatividade de extratos pro
téicos. (

Obrenski (sem data) apresentou a possibilidade de
~digestao e fixagao de todo o 002 gerado a partir de amos
tras organicas relativamente grandes (250 mg) ,utilizando
bases absorventes organicas. Duncombe & Rising (1969)
apresentaram um estudo critico de algumas dessas bases

- o
organicas,.

Slyke et al, (1651) propuseram uma eficiente mis
tura de reagentes para combustao acida de amostras orga-
nicas. Watson & Williams (1969) propuseram um equipamen
to e reagentes especIfiéos para combustao por via uGmida
de amostras vegetais contendo 140. Smith (1969) sugeriu
altas temperaturas e sob fluxo de oxigenio para digestao
de 14C em amostras biolagicas,

. Estudos fisiolEgicos do cafeeiro tiveram infcio

ha cerca de 30 anos, porem o numero de contribuigoes - a-
presentadas nem sempre corresponde a importancia econo-

| mica desta especie.- Nutman (1937a) apresentou. os pri-
meiros estudos relevantes sobre o curso diario da aber-
tura de estomatos -de C.arabicq em condigoes naturais .
Franco (1938) épresentou os primeiros dados fisiologicos
em C.arabica'nés condig¢oes brasileiras. Mostrou a rea-
cao dos estomatos a luz e ao escuro, assinalando que o

e€5pPUS

[\
[or

ta estomatc

i

T30 dGa

[2RY

O

Pk

ca era bastante rapida: Z-5



5.

minutos. Este mesmo autor apresentou uma comparagzo en-
tre o numero de estomatos e nivel de ploidia em Coffea
(Franco 1939). A avaliacao do numero de estomatos em
Coffea e outras espécies & bastante facilitada pelo em-

prégo de molde em acetado de celulose (Medina 1961).

Alvim (1965) apresentou um novo tipo de porometro
de facil manejo, possibilitando a medida rapida da aber-
tura dos estomatos. Bierhuizen et al. (1965) e Shimshi

(1967) propuseram modificagoes ao modelo originalmente

o o o

Franco (1941) fez um estudo comparado em cafeei-
ros sob diferentes condigoes de sombreamento a fim ~ de

avaliar o efeito sobre o teor de clorofila das folhas.,

0 efeito da radiagao incidente sobre o curso dia

rio da transpiragcao em C,arabica, em condigoes naturais

foi estudado por Nutman (1941). Mais recentemente, o
efeito da umidade do solo na transpiragao de C.arabica
foi apresentado por Bierhuizen et al. :(1969), Nunes &

Duarte (1969) e Nunes (1970).

Um método .preciso de medir a transpiracao de plan
- tas, em termos de ;esistgnciaqda folha a difusao do va-
por de agua para o meio externo foi proposto inicialmen
te por van Bavel et al. (1964) e modificado por Kanemasu
et al. (1969). Franco & Magalhaes (l965)apresentaram um
engenhoso sistema para medir simultaneamente a transpira

gao, abertura estomatica e a temperatura da folha,

Os- primeiros dados de fotossintese em café (C.ara-
bica) foram apresentados por Nutman (1937b). As medidas

foram realizadas em condigoces de campo, em cafeeiros a-
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da condutividade de uma solucao de hidroxido de bario.
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A seguir, apareceram os dados de Tio (1962), que
., estudou o efeito da intensidade de luz sobre a fotossi&

tese aparente de Bourbon (C.arabica) pelo analisador de

gas por infravermelho (IRGA). Nunes et al. (1968) rea-
lizaram um estudo bastante gcompleto sobre o efeito de
luz, temperatura e cohcentragao de CO2 em Q.arabica. A
comparacao entre a fotossintese aparente de cultivares

da especie C.arabica e C.canephora foram tambem apresen

tados por Nunes et al. (1969). Estes estudos foram rea
lizados ém_éondigBes controladas sempre‘utilizando o IRGA

para avaliar as taxas de fotossintese aparente.

Desde 1946 quando o laboratorio de Calvin imniciou

‘ : - 14
os estudos dos passos metabolicos do CO2 durante a fo
L d . . -~ - o "
tossintese, muitas informagoes tem sido apresentadas. Re
. o~ > -~ - ' .
visoes recentes sobre o assunto sao fornecidas por Hatch

& Slack (1970) e Black (1973).

O efeito do oxigenio na fotossintese, apontado
inicialmente por Warburg (1920), tem sido exaustivamente
estudado (Turner & Bristain 1962, Forrester et al. 1966
a,b, Hew & Krotkov 1968, Dowtonb& Tregunna 1968, Ogren
& Bowes 1971, D'Aouste & Canvin 1973).

Recentemente Jackson & Volk (1970) e Goldsworthy
(1970) apresentaram revisoes sobre a fotorespiracgao. De
cker & Tio (1959) foram uns dos primeiros pesquisadores *
a utilizar o termo "fotorespiragao" am seu sentido atual.
Varios metodos tém sido utilizados para medir a fotorei
piragao em plantas (Decker 1959, Samish & Koller 1968 ,
-Hew et al. 1969, Heath & Oféhard 1968, Ludwig & Canvin
1971). Todavia, diferengas entre as estimativas de foto
respiracao ocorrem, dependendo do método.utilizado (Ja-
ckson & Volk 1970),



III. MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

As sementes foram obtidas na Segao de Genetica do
Instituto Agronomico, Campinas, Sao Paulo. Foram utili
zados os seguintes cultivares: (a) Coffea arabica (2n=49
Mundo Novo, CP 464-6; " Catual, H 2077-2-5-81; Selegao
1130-13, H, (PI 205.936); e H 6586-2; (b) C.canephora

-

'Mundo Nove'! & um cultivar de alt

- ad
{20=22)-Cuarini, §

<)

- produtividade, selecionado a partir de um cruzamento na
tural entre Sumatra x Bourbon Vermelho. O 'Catuai’ tam
bém de alta produtividade, & um cultivar obtido na Secao
de Genetica pelo cruzamento de Caturra Amarelo x Mundo
Novo. A seleégo 1130-13 original da Tanzania, apresenta
os fatores:- de resistencia a ferrugem do cafe {Hemileiq
vastatrix) SHSSHS’ SH28H2. 0 hibrido H 6586-2, origina-

rio do cruzamento de 1181-1 x 1177-1-1, apresenta o fa-

tor angustifolia ag ag, que afeta a forma da folha e di-
minui a sua area. O 'Guarini', material originario de

Java apresenta resistencia alta a H.vastatrix pertencen

do algumas de suas plantas ao grupo fisiologico com re-
.sistencia a todas as ragas conhecidas deste fungo (Cen

tro Inv, Fer, Caf. 1965),

A semeadura foi.feita em areia lavada e a emergEE
cia ocorreu em 20/12/1972; dois meses depois, as plantas
foram transferidas para solucao nutritiva (Hoagland n? 1)
e mantidas em estufa. ‘Foram usados vasos plasticos de
2,5 litros com uma planta por vaso. A aeracgao foi mahti
da constante por um sistema de ar comprimido. Uma sema
na antes do inicio do experimento, oito plantas de cada

cultivar foram transferidas para camara de crescimento,
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e o - .
regulada com 20°C durante o dia e 15°C 3 noite e 12 ho-
ras de fotoperiodo. No inicio do experimento as plantas
estavam com 13 meses de idade, sendo que os cultivares

M.Novo, Catuai e 1130-13 ja apresentavam ramos laterais.

2. Camara de crescimento

A camara de crescimento (construida por A.C.Maga
lhaes, Secao de Fisiologia do IA, Campinas) tem 3,60 m
de comprimgﬁto por 1,30 m de largura por 2,20 m de altu-
ra. O controle de temperatura (+ 1°c) & feito por um
compressor de ar refrigerado de 30.000 BTU acionado por
dois termostatos e reldogio elétrico. A entrada de ar €
indireta de forma a nao causar turbuléncia. A ilumina-
¢ao & controlada por reldogio eletrico, atraves de lampa
das fluorescentes {(GE power-groove 110W) e 1incandescen-
tes na proporgao de 2:1 Watts. A-radiacao obtida a 1,10
m de altura e de 0,14 cal.cm.z.rni.n"1 (¢a 9.800 1lux). A
camara nao possui controle de umidade do ar, a qual os-
cila entre 35-607%Z. A energia radiante foi medida por um
radiometro Eppley Pyranemeter, modelo 8-48 A de quartzo
para 280-2800 nm.

3. Area foliar

As cinco plantas utilizadas no’preéente experimen’
to tiveram sua area foliar avaliada por um integrador de
area (Automatic Area Meter, Type AAM-S, Hayashi Denko
Co., Tokyo, Japan). )

4., Contagem e medida dos estomatos

A contagem dos estomatos foi feita segundo a tec-
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nica de molde de acetato de celulose (Medina 1961), usan
do-se uma ocular 12,5 ,objetiva 40 ,op 1. A area do cam
po (0,083 mmz),,foi medida com uma lgminﬁ‘ micrometrica
(n® 4274752). A medida dos estomatos foi feita pela ob-
servagao da epiderme das folhas em objetiva 40 e ocular

7 (uma divisao igual a 2,5 u) e op. 1,6.

5. Determinacao de clorofila

Foram tomados oito discos de 1,0 cm de diametro
das mesmas fblhas incorporadas, eviﬁando-se as nervuras
e obtendo-se aproximadamente 100 mg peso fresco. As pe-
sagens foram feitas logo em seguida a retirada dos dis-
cos e apos a incorporacao de cada planta. Ao término do
experimento os discos de folha foram ﬁacerados em graal
com 1 ml de solugao tampao fosfatado 0,05M pH 7,4, Deste
macerado foi tomado 0,2 ml e completado o volume a 5 ml
com acetona 80%. Apos agitagao os frascos eram mantidos
no escuro por 15 minutos e em segQida feita a centrifuga
¢ao a 1000 g durante 2 minutos. O teor  de clorofila
(a+b) foi dosado em espectrofotometro (Spetfonic—ZO),coE

" forme Arnon (1949).

6. Medidas de abertura estomatica e transpiracao

A abertura estomatica foi-medida por meio do por§
metro de Alvim (Alvim 1965) modificado por Labouriau et
al. (1964) para o qual se construiu uma nova reta de ca-

libragao. Usou-se a faixa de 120-80 mmHg no esfingomano

metro e o tempo de queda de pressao foi cronometrado /
(sec). Para a avaliagao da transpiragao dos cafeeiros
foi usado o "Diffusive Resistance Meter' modelo LI-60

que mede a resistencia que as folhas apresentam a di-
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fusao do vapor de agua no ar atmosferico (Bavel et al,

1964, Kanemasu et al., 1969).

7. Medidas de fixacao de 14000

~

Usou-se o metodo de Shimshi (1969) com algumas mo

dificagoes.

7.1, Sistema de incorporacao

O equipamento usado que aparece em - esquema

na Fig. 1, consta de: (a) cilindro-estoque, utilizado

um frasco proprio de COZ’ de ferro, com 481,11 ml e no
qual foram adaptados uma valvula de ggs (al) e um_manamg
tro (a2) de 15 kg/cm2 (1 kg/cm2 =1 atm); .(b) sub-esto-
que, de vidro espesso, com 265 ml, equipado com duas tor

neiras para gas; (c) esfingpmangmgtrq, de 300 mmHg; (d)

cilindro de expansao, de vidro espesso, com 265 ml, com

duas torneiras. de vidro esmerilhado; (g) condutos: a
parte-que se prende ao cilindro*égtoque e de cobre (el),
um tubo plastico (ez) com 9 1,0 cm faz as conexBes com
o sub-estoque, esfingomanometro e o cilindro de expansao;
" outro tubo plastico (eg) com $ 0,1 cm de 2 m liga o ci-
lindro de expansao com a camara de incorporagao; (f)

camara de incorporacao, montada em "plexiglass" de 7 mm

de espessura, com diametro aproximado de 15 mm; o 6rif£
cio central tem # 6,0 mm e 3,7 mm de altura, o que  da
uma area de 28,27 mm2 e 39,58 mm3 de volume; outra cama-
ra identica foi também construida de tal forma que ambas

se justapoem ingegralmente;  (g) pinca cirurgica; (h)

divisor de fluxo, antes da entrada na camara de incorpo-

ragao existe um divisor de fluxo de "plexiglass", fazen-
. [ o o Rl
do com que parte da mistura se dirija para a camara

superior e parte para a camara inferior de modo a permi



FIG.

1.

Esquema do aparelho de incorporagEO'de
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tir que a mistura gasosa passe pelas duas faces da fo-
. . ) -~ . ~

lha; os doils condutos que saem das camaras de aplicagao

sao entao reunidos novamente em um unico tubo plastico,

que leva o excesso de mistura gasosa para (i) frasco de

EEQE' Entre o sub-estoque e o esfingomanometro, bem co-
mo na saida do cilindro de expansao existem tubos capila
res de vidro. Este conjunto esta montado em material i-
solante (isopor) e dentro de mala de4couro de 42 x 33 cm
Na Fig. 2 aparecem com maiores detalhes o divisor de flu
"xo0 (I) e a camara de incorporagao (II), sendo a, e a, os
~condutos de entrada na camara e b, e b, as respectivas

-1 -2
saldas.

7.2, Sis;ema para carregar o aparelho

Utiliza-se um tubo de gas (a) de 6,0 m3(Fig.

3) contendo uma mistura gasosa segundo as especificagoes
desejadas; ao manometro (b) deste cilindro se adapta uma

camara de reacao (c), conectada por um condutor de cobre

(d) de 1,0 cm de diametro, o qual apresenta a forma em
"U" entre o cilindro e a cimara de reacao. Na extremida
de em "U" pfoimo do cilindro foi adaptada uma torneira
(e). Todas as jungoes tem conexoes proprias para gas.

.Na tampa da camara de reacao existe uma agulha de metal

soldada (f). A este sistema conecta=-se o cilindro~-esto-

que (g).

7.3. Operaqzb de carregar o cilindro~estoque

Abre-se ligeiramente a valvula do tubo  de
gas (Fig..3) contendo a mistura gasosa desejada, isenta
de CO,. Faz-se as conexoes da camara de reagao com ©

conduto em "U"; introduz-se dentro da camara de reagao
Tpy

i 5 B

. ~
um tvhna de engsin rfom 2 salnepan Ada Na. som o atiwd
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FIG. 2. Esquema do_divisor de fluxo (I} e da camara
de incorporagao de»14C02~(11)‘
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dade total e atividade especifica desejadas. No presente
trabalho.procurou-se manter a atividade total de 50 mCi/
atm e a atividade especifica de 8,33 mCi/mM de carbona-
to. Para o nosso equipamento foi calculado que era ne-
cessario 6,1 mM de carbonato para cada atmosfera de pres
sao usada a fim de se obter a concentragao de 300 ppm
C02 (ZOOC). Variando-se a atividade especifica foram og
tidas outras concentragoes de CO2 na mistura gasosa. Fe-
cha-se a camara de reacao de forma que a agulha de metal
fique dentro do tubo de ensaio. Por fim conecta-se a
camara de reagao com o cilindro¥estoque de radioisotopo

(sempre passando um pequeno fluxo de gas isento de C02)°
Abre-se a valvula do cilindro-estoque, introduzindo-se 4
ml de acido sulfurico 0,25N no conduto em "y",  atraves
de uma seringa cirurgica, pela torneira do conduto em"U!
Fecha-se a torneira do conduto em "U"., Como a mistura
gasosa isenta de CGZ esta continuamente passando, a pres
sao do gas vai arrastar o acido sulfirico pelo conduto
em "U" até a camara de reagao, caindo dentro do tubo de
ensaio pela agulha de metal. Em ;aguida, abre-se lenta
mente a valvula do cilindro que contem a mistura 1isenta
" de CO2 até atingir a pressao desejada no cilindro-esto-

que. Quando esta for atingida, fecha-se a valvula do ci
lindro-estoque, depois a do tubo de gas e desconecta-se
o cilindro-estoque. Foi calculado que cada atmosfera de
pressao no cilindro-estoque da 18,2 doses, na pratica po
rém, obtem-se em torno de 15 doses. Carrega-se o cilin-
dro-estoque com tantas atmosferas quantas forem as doses
desejadas. No caso da primeira carga, faz-se esta opera
cao tres vezes, sem usar o radioisotopo, a fim de remo-
ver do cilindro-estoque o QOZ existente., Apos carregadg,
o cilindro-estoque & novamente conectado ao sub-estoque,

no sistema de incorporagao da Fig. 1,
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7.4, Uso do equipamento

Abre-se a valvula do cilindro-estoque e trans
fere-se 1 atmosfera de gas para o sub-estoque. Abre-se a
torneira do sub-estoque de forma a obter-se 120 mmHg no
ciiindro de expansao. Prende-se a camara de 1incorpora-
950 na parte media de uma folha jovem e plenamente desen
volvida, de preferencia em regiao sem nervuras salien-
tes., Como esta situagao nem sempre & possivel de ser
conseguida, usa-se um disco de borracha ultra-mole na su
perficie da camara inferior. Abre-se a saida do cilin-
.dro de expansao e deixa-se a pressao cair de 120 a 60
mmHg, o que ocorre em 20 segundos, Este volume de gas
corresponde a 26,3 ml, que passa a uma velocidade "~ de
279,1 cm.min-'1 (fluxo de 78,9 ml.min-l). Com um furador
de rolha bem afiado de 1,0 cm de diametro remove-se a
area incorporada e -imobiliza-se imediatamente com nitro-
geénio lfquido (durante ¢a 20 sec). Os discos de folha
incorporados sao mantidos em gelo seco até o momento da
digestao. Como a area incorporada tem $ 0,8 cm e o dis-
co removido P 1,0 cm fica assim assegurado que toda a
area foi removida. Para marcar a area incorporada, pas-
sa-se um giz nas bordas da camara superior de incorpora-
'gao. Foram usados dois discos por folha, um de cada la-
do da nervura principal na parte media.das folhas e duas

folhas por planta,

7.5, Caracteristicas do equipamento

As caracteristicas do presente equipamento
sao fornecidas. a seguir comparando-se com o aparelho de
Shimshi (1969), cujos valores correspondentes sao apre-

sentados entre parentesis:



17,

(a) Atividade especifica: 8,2 mCi/mM (4,14 mCi/mM);

(b) Atividade total por atmosfera: 50 ucCi (33,53

uci).

(c) Concentragao de carbonato por atmosfera para
300 ppm CO2 (20°C): 6,1 pM (8,1 uM).

(d) Volume do cilindro-estoque (de campo) 488ml

(380ml); aqui se observa uma dlscrepanc1a, pos-
sivelmente um erro de impressao; a utilizacao
de 8,1 uM NaHCO, em 980ml (20°C) da uma concen
tragEo de 198,5% ppm CO,; cremos que o verda-
deiro valor do volume seja de 648,7 ml,

(e) Camara de. 1ncorporagao. 28,27mm£ (100mm‘) e
39,58 em3 (100 cm3).

(f) Volume do sistema de 1ncorporagao. 285,42m1
(500ml). S

(g) Faixa de operacao no esfingomanometro: 120-60
mmHg  (200-160 mmig). '

(h) Volume de mistura gasosa por dose (ZDOC): 26,3
ml (28,65ml).

- (1) Velocidade do gas: 279‘cm.min_—1 (390 cm.min-s

(j) Contaminacao com ar externo e tempo de substi-
tuigcao: 67 (<1%Z) e 1,3 sec (0,4 Sec).

) Relagﬁo entre teor CO, fixado e o teor total
de uma dose: O0,8% (<307).

A principal diferenga em relagao ao equipamento
descrito por Shimshi (1969) foi a utilizacao de uma me-
nor area de incorporacao no presente equipamento. Quan=-
to ao carregamento do cilindro-estoque de 14C02’ a utili
zagao de tubos de gas com misturas gasosas de concentra-
coes previamente selecionadas, nos pareceu mais interes-

sante,
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7.6. Digestao dos discos de folha

Para a oxidagao total do disco de folha (COZ'
e HZO), usou-se uma digestao por via seca, utilizando-se
o "Biological Material Oxidizer (BMO)", Beckamn, Fuller-
ton, California. A digestao acida foi tentada, porem
nao se mostrou eficiente. Para o caso de folhas de cafe
nao se obteve uma_digestso total. Este_digestor consta,

essencialmente, de um tubo de quartzo, parte do qual es-

- (o] (o] .
ta a 900°C e parte a 700 °C. Nesta segundaparte exis=-
tem catalizadores que removem compostos volateis de en-

- . .

-xofre, fosforo e halogénios. A atmosfera organica e

introduzida na regiao a 900°C onde & queimada e arrasta-
da por um fluxo de oxigenio. O 002 liberado e retido
na extremidade final do tubo de quartzo por um “"trap",
contendo uma base absorvente e a solugzb cintiladora. A-
pos a digestao (4 min) a solucao do "trap" & transferida
para um frasco de cintilacao e a atividade € medida em
um cintilador 1liquido (Nuclear Chicago). Como solugao
cintiladora usou-se duas partes de tolueno (0,%ZPPO* +
0,01%Z POPOP**) para uma parte triton X-100 (Scintillatiem
Grade, Amersham/Searle Co.). No presente trabalho usou-

se 2ml de uma solucao de NaOH 0,5N como base absorvente.

. 0 disco de folha de cafe utilizado tinha aproxima

damente 7mg de peso seco. No inicio de cada seérie de

combustao no BMO, trés frascos eram preparados: (a)

blanck, combustao de 10mg de manitol, para testar uma
. ~ 1

possivel contaminacao de AC no tubo de quartzo; (b)

dpm adicionado, 0,1ml de solﬁggo padrao de 1isina—14C’ /

(Ca 12,000 cpm) + 10ml da solugao cintiladora + 1,5ml de

* % ‘
2,5 difenil oxazole; 1,4 - bis-2-(5-feniloxazolil)

benzeno,
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NaOH 0,5N + 0,5ml de solucao de carbonato 0,33N e (c)dpm

recuperado, combustao de 10mg de manitol dissolvido em

0,1 ml de }isina-lac. A relagao entre dpm adicionado e
dpm recuperado da um "fator de correcio", pelo quel s3ao
multiplicados todos os valores (em dpm) das amostras des
ta serie de analise. Quando se tratar de mais de 50 ané
lises por vez, sugere-se uma segunda determinagzo deste

fator no fim das analises.,

" Nas analises realizadas,obteve-se em média 91,317

de recuperagzo entre dpm recuperado e dpm adicionado., No
decorrer das analises estimou-se que a transferancia da
solugao do "trap" para os frascos de cintilacao corres
pondeu a 96,357 da atividade total e portanto esta cor-
regao foi também considerada na contégem final das amos

tras.

7.7. Calculo de CO, total fixado

Utilizou-se a formula proposta por Shimshi

{(1969) ,sendo que com o presente equipamento ficou sendo:

2 . =1 44, 180. K. X 6

. - K.X
802f1x.(mg.dm .h )= — = 2,6+ 10 —— (1)
0,2827 + 1074+ S S
0 fator K corresponde a correcao proposta por
Austin & Langdon (1967) uma vez que a fixacao de 14CO

2
varia de acordo com a atividade especifica (Van Norman

& Brown 1952), NaVconcentragao isotopica natural a fixa
cao & de 857 e portanto o fator & 1,18 (100/85) e na ati
vidade espec{fica,méxiﬁa (62,73 mCi/mM) e de 1,38 (100/
72,5). Sendo 'assim este fator deve ser calculado para -
cada atividade especifica de trabalho, sendo igual a

1,2066 no caso do presente equipamento, usando-se 50
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uCi/atm e a 300 ppm de CO2 (atividade especifica de 8,2
"mci/mM, ou seja, 50 uCi/6,1 uM para cada atmosfera de
carga). O 'valor 44 corresponde a 1 mM de COZ; o valor
180, a fracao da hora (20 segundos) enquanto que 0,2827,
1072 & o valor de area (dmz) incorporada. 0 X € o va-
lor das contagens (dpm) das amostras e S & o valor (dpm)
correspondente a 1 mM de COz, (12002 + 1l’COZ) usado no
cilindro-estoque., Portanto deve ser tambem calculado pa

ra cada atividade especifica utilizada.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Deteccao de atividades de 146 has folhas

l.1. Digestao por via umida

Inicialmente tentou-se o metodo apresentado
por Shimshi (1969) pelo qual os discos de folha apos
imobilizagao eram transferidos para tubo de ensaio (8 1,1
cm e altura 4,0 cm) e colocados dentro de um frasco de
cintilag%o contendo 2 ml NaOH G,2N. Logo apos ter sido
pipetado 1 ml da mistura digestora (solugao saturada de
CrO3 em H2804 conc.) dentro do tubovde ensaio, o frasco
de cintilagio era bem fechado e 1levado para autoclave,
1209C, durante 30 minutos. Desde o inicio esta digestao
nao apresentou resultados satisfatorios para os discos
de folhas de czfe. Tentaram-se algumas variagoes do
metodo: (a) melhor vedagao da tampa do frasco de cintila
gao; (b) uso de solugao sulfocromica saturada (KZCr207/
HZSOA); (c) diferentes tempos e duas temperaturas na
autoclave; (d) resfriamento dos frascos a 8°¢ durante
aproximadamente duas horas apos autoclavagem. Alguns da-
dos de atividade (dpm) obtidos por esta digestao com fo-

lhas de café sao apresentados a seguir:

Amostra Tratamento - Atividade~
n? ' dpm
- 14
1 Folha cafe - C 277
2 n ' 397
3 " ‘ 677
4 " 1 319
5 " - 1 727
6 " 105
7 Folha café controle 39
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Conforme pode-se verificar, alem de grande varia
g¢ao mnas amostras a recupefagao da atividade foi muito
bai%a, uma ‘vez que a dose calculada para cada disco foi
de 2,7 uCi, Foi observada a presenga de granulos de ma-
terial vegetal na solugao digestora, mostrando que a di-
gestao nao era total. Na realidade os discos de folhas
de café continham alta atividade, pois que em outro en-
saio, quando foram contados diretameﬂte'na solugad cinti
ladora de Bray, (Bray 1960) apresentaram os seguintes re-

sultados:

' Discos de 8012352
Amostra Tratamento folha cintiladora
no .Tcpm; : (dpm)

1 Disco folha cafe 14C 2.643 12,464
2 " 2,490 19.051
3 n \ 4,231 31.647
A n *2.&1? 14. 436
5

" 1.811 ' 17.291

A atividade detectada na digestao por via umida
dos discos de folhas foi somente de 22%Z daquela presente
nos discos nao digeridos, apesar do efeito "quenching".
Este fato mais uma vez mostrou a ineficiencia desta re-
cuperagao.

1.2. Deteccao solida dos discos de folha*IQC‘

Tentativas foram feitas visando estabelecer
a possibilidade de detecgao solida do ll’COZ fixado. Os
discos apds imobilizagao em N, liquido foram secos em
estufa a 80°C durante 1 hora. Foram usados dois tipos
de detectores, o GM 186 - A (Nuclear Chicago) e o GM

a gas (a 1.200 volts), cujos dados aparecem a Seguir:
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Amostra Tratamento - . GM 186-A GM a gas
n@ (2% efic.) (227 efic. )

1 Folha cafd - “c 45 377

, " ' 100 554

3 " . 80 582
A utilizagao do GM a gas seria possivel, desde

que se tratasse de pequeno numero de amostras. Apresen
tou boa repetibilidade, sendo porem necessario aumentar
um pouco a‘atividade do 14C por dose. ~ No entanto, ' como
no presente trabalho o objetivo era acertar o método pa
ra um grande numero de determinacoes, o emprego do GM a
gas, como rotina, nao poderia ser - recomendado, Este
equipamento so permite a detecggorde tres discos de cada

vez e a-contagem e sempre manual.,

1.3. Digestao por via seca

Um digestor para amostras organicas especi
almente contruido para recuperacao da atividade de 140
e 3H em material biologico foi usado (Biological Material
Oxidizer-BMO, Beckman). Inicialmente procurou-se acertar
a quantidade de amostra organica possivel de ser queima-
da, uma vez que as solugoes cintiladoras sao muito sensi
veis a solugoes alcalinas e portanto somente pequenos vo
lumes e baixas concentragaes;de NaOH (ou KCH) formamkmii'
- turas homogeneas. Conseguiu-se uma boa mistura usando 2
ml NaOH 0,25N com a solugcao de Bray, estavel a temperatu
ra ambiente e a 4°C e com uma eficiéncia média aproxima-
‘da de 50%Z. No entanto esta solucao suportou quantidades

muito baixas de carbonato.

Turner (1968) fez um estudo critico da solugao
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cintiladora tolueno/triton . X-100 (2;1), inicialmente
proposta por Petterson & Greene (1965) para amostras
aquosas. Turner apresenta diferentes volumes e concen-
tragoes de solugoes acidas e alcélina§, misciveis com
10 ml da soiugao de tolueno/triton X-100, No caso de
solugoes alcalinas sugere 1 ml NaOH 0,2N e 1 ml de Na

2
co, 0,02N, a 4°cC,

3

A utilizagao de bases organicas, como etanolami
na, hiamina, fenetilamina, etc., oferece a vantagem de
serem facilmente misciveis com as solugdes cintiladoras,

-mesmo em volumes relativamente elevados., Obremski (sem
data) sugere a adigcao de EGME (ethylene glycol monome-
thyl ether) as solugoes de tolueno com etanolamina péra
facilitar a solubilizagao do carbamato formado. Com
estas bases ofgﬁnicas pode-se usar amostras relativameg
te grandes: (250 mg), porem deve-se considerar o aspecto
do custo para um grande numero de amostras e a eficien-
cia de absorgao do 002 de cada uma. delas, Comparagoes
entre solugoes absorventes sao mencionadas por Duncombe

& Rising (1967) e Obremski (sem data).

No presente trabalho os discos de folhas apre-

sentavam cerca de 7 mg de peso séco; procurou-se, por-
-tanto, encontrar uma mistura de cintilagao apropriada
para esta quantidade de amostra vegetal., No Quadro 1
aparece um resumo das diferentes misturas tentadas, sem
pre usando NaOH como base absorvente em 10 ml solucgao
tolueno/triton X-lOC e a homogeneidade das mesmas en
quatro temperaturas. Como amostras organicas utiliza-
ram-se 10 . mg de ménitol + 0,1 ml lisina—léc queimadas
por 4 minutos mo BMO. Como se pode observar existe uma
estreita faixa de miscibilidade em tolueno/triton X-10C

da mistura de NaOH + Na.CO.. O aspecto das snluncoes
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QUADRO 1. Caracteristica da mistura de 10 ml da solu
gao cintiladora e da combustao de amostras de 10 mg de
manitol + 0,1 ml de lisina- 4C, em quatro temperaturas.
A avaliagao foi feita em tres categorias: 1leitosa (),
turva (t) e translucida (Tr)

Amggtra Tratamento Temperatura
‘ 4-5°¢ 9-10°% 14-15°% 27%
1 1/15¢® 51 naow o587 g 3 (P ¢
2 2/15 ml NaOH 0.5N ) ) =P
3 1/10 ml NaOH 0.5N t 2 t t
4 2/10 ml NaOH 0.5N ) 2 Tr t
5 1/15 ml NaOH 0.5N 2 2 t t
6 2/5 ml NaOH 0.5N t t Tr t
7 3 ml NaOH 0.5N 2 2 t t
8 2 ml NaOH 0.5N t Tr Tr )
9 1/15 ml NaOH 0,33N 2 t t t
10 2/15 ml NaOH 0.33N % ) t Tr
11 1/10 ml NaOH 0.33N t t t t
12 2/10 ml NaOH 0.33N 2 % t Tr
13 1/5 ml NaOH 0.33N 2 L t t
14 2/5 ml NaOH 0,.33N 2 2 t Tr
15 3 ml NaOH 0.33N ) 2 % Tr
16 2 ml NaOH 0, 33N t Tr Tr Tr
17 1/15 ml NaOH 0.25N t t t Tr
18 2/15 ml NaOH 0,25N ) L t Tr
19 1/10 ml NaOH 0, 25N t - t t Tr
20  2/10 ml NaOH 0,25N 2 2 t Tr
21 1/5 ml NaOH 0.25N t t t t
22 2/5 ml NaOH 0,25N 2 2 t Tr
23 3 ml NaOH 0.25N 2 ) L Tr
24 2 ml NaOH 0.25N t t t Tr

a Y
( )A representagao das amostras na forma de fraga indi-

e T T e T
3 % R B S

amostra,
(

)Presenga de precipitédbs finos na solugao.
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foi classificado em }eitosq 2, solugzo branca intensa e
densa), turvo (t, solugao n3o transliicida) e translieci
da (Tr, solugEo translucida). Somente quatro misturas
homogeneas e possiveis de serem utilizadas foram encon-
tradas: n%9s 4, 6, 8 e 16, Destas foli selecionada a de
numero 8 (2ml NaOH 0,5N + 10 ml de solugao cintiladora)
na temperatura de 9-10°C., As de niumeros 4 e 6 exigiam
retirada de aliquotas, o que introduziria mais um erro
de am&stragem. A de n? 16 contém um numero de moles
(0,75 mM) muito proximo do total de CO2 gerado (10 mg
manitol, P.M.182, 18 g, precisa de 0,66 mM NaOH). A mis
" tura de cintilagao n? 8, depois de permanecer 20 minutqs
a 9-10°C fica translucida, apos agitagao. Essa mistura
permite a fixacao de 1,5 vezes o numero de ﬁM de 002 ge-
rados na combustao de 10 mg de manitol. Ela tem uma ca-
pacidade de fixagao 5 vezes maior do que a mistura suge-
rida por Turner (1568) e apresentou uma eficiéncia de
contagem média de 797 (Data 850 V e Gate 1 300 V), Para
a contagem.de padrao de lisina-lac‘ﬁsou-se uma mistura
de: 0,1 ml do padrao + 10 ml tolueno/triton X-100 + 1,5
ml NaOH O0,5N + 0,5 ml Na2C03 0,33N. Esta mistura apre-

sentou uma eficiéncia de contagem média de 80,36%.

l.4. Contagem dos discos de folhas na solucgao

cintiladora

A possibiiidade da contagem dos discos dire
tamente na solugao cintiladora foi tambem tentada (Qua-
dro 2). Os discos de folhas —140 foram imobilizados em
gelo seco e colocados dentro de um frasco de cintilagao
contendo 10 ml de tolueno/triton X-100. Apos a conta-
gem, os discos foram submetidos a uma digestao total no

BMO e novamente contados. A solucao cintiladora com os
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discos de folhas -'%C foi tamb&m contada apos a remogao
dos mesmos. O objetivo seria obter um fator que permi-
tisse avaliar a atividade dos discos de folhas -140 di-
retamente, evitando-se, assim, a digestao total de um
grande numero de amostras. -No entanto, a variacgao encon
trada foi muito alta e talvez esse fator somente possa

ser definido em um estudo mais amplo.

2. Estabilidade da nova mistura de cintilacao

Com o intuito de verificar a estabilidade da no-
va mistura de cintilagao, cinco discos de folhas apos
digestao no BMO receberam 0,1 ml do padrao de lisina—lac
e foram deixados 20 minutos a 10°C para formar solucao
homogeénea e a seguir agitados. Apos 30 minutos no escu-
ro foram feitas contagens de 10 em 10 minutos na primei-
ra hora e depois de 2 em 2 horas durante 20 horas. Mais
tres contagens foram ainda efetuadas, 48, 64 e 96 horas.
O Quadro 3 mostra a eficiencia meédia de contagem destas
amostras durante 96 Horas, cujos valores foram corrigi-
dos para as oscilagoes de voltagem (baseada no padrao de
tolueno com "quenching” nimero 5). Durante o periodo de
96 horas nao ocorreu nenhuma eficiencia abaixo de 77,427
que seria o valor significentemente menor da eficiencia
inicial (80,377%7)., No entanto, em duas contagens, 40 mi-
nutos e 48 horas, a eficieéncia da mistura de <cimtilagao
usada foi significantemente maior do que a inicial., Es-
tes resultados mostram gue essa mistura de cintilacao

"pode ser usada ate 96 horas.
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QUADRO 3. Eficiencia de contagem da mistura de 10 ml da
‘ solugao cintiladora com 2 ml NaOH 0,5N

2 apos digestao de
discos de folhas de cafeeiro e adigao de 0,1 ml de

1isi

na=-1l4C. Os frascos foram mantidos a 10°C e as contagens

iniciaram 50 min. apos a digestao

Tempo Media st cVv
h 7
0 80,37 0,44 1,22
0:10 80,94 0,49 1,36
0:20 82,75 0,77 2,09
0:30 83,10 0,67 1,79
0:40 83,61 0,95 2,53
0:50 82,99 0,80 2,16
1 81,50 0,73 1,99
2 82,21 0,54 1,48
4 81,19 0,48 1,32
6 81,21 0,31 0,86
8 80, 80 0,21 0,58
10 78,86 0,51 1,44
12 81,41 0,39 1,06
14 80,52 0,77 2,13
16 78,39 0,35 0,98
18 80,27 0,25 0,70
20 80,71 0,32 0,89
48 84,52 0,67 1,76
64 82,47 0,62 1,68
96 77,69 0,31 0,88
Teste F 8,65*

Dms (Tukey 57)
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3. Teste do fluxo e do tempo de digestao

0 fluxo recomendado pelas instrugoes do BMO (300
ml/min) leva a um borbulhamento muito intenso. Por esta
razao dois outros fluxos de oxigenio (120 e 60 ml/min),
usando 10 mg manitol + 0,1 ml lisina-lac foram testados.
Nao houve diferenga entre estes tres fluxos estudados
(Quadro 4). Adotou-se nas digestoes posteriores sempre
o menor fluxo (60 ml/min) por causar menos Borbulhamento
e assim permitir maior tempo de contacto da mistura ga-

sosa com a solucao absorvente,

O tempo de combustao de uma amostra no BMO foi
também testado. Usaram-se os tempos de 1, 2, 3, 3,5, &
e 5 minutos, sendo que em cada tempo foram queimadas du-
as amostras de 10 mg manitol + 0,1 ml Iisina-lAC. 0]
Quadro 5 revela que so houve diferenca significativa pa-
ra um (1) minuto de digest3o. O tempo de & minutos de
digestao foi entao utilizado nas digestoes posteriores
assegurando-se, assim, uma combustao total do material

analisado.

4, Local da folha a ser incorporado com 14C0

Lo ]
=3

Em um experimento preliminar procurou-se verifi-
car uma possivel variacao de local de incorporacao - de
14C02 na folha do cafeeiro. Usou-se uma planta de Mundo
Novo com 9 meses de.idade, em vaso, Foram escolhidas du
as folhas jovens, opostas e plenamente desenvolvidas. De
cada folha foram selecionadas trés posicoes: base (3 cm
da insergao do peciolo), centro (7 cm da insergao do pe
ciolo) e apice (3 cm da extremidéde apical). Em cada

posicao foi tomada uma amostra de cada nervura principal,
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QUADRO 4. Atividade (dpm) da combustao de 10 mg de mani
~tol + 0,1 ml da solugao de 1isina~l4c no "Biological
Material Oxidizer", em tres fluxos de oxigenio

1

Contagem das amostras {(dpm)

FIUEO
oxigenio 1 2 3 4 5 MEdia
ml/min '

60 ' 14,274 14,131 14,417 13,565 13.9954 14,076
120 12.268 12,269 13,942 14,239 13,815 13,307
300 13,196 13,401 13,179 14,049 12,512 13,267

Teste F 2,34ns

cvVv % 4,91
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QUADRO 5. Atividade (dpm) da combustao no "Biological
Material Oxidizer” de 10 mg de manitol + 0,1 ml_ de 1li-
sina'lAC, usando-se diferentes tempos de digestao

Tempo._ Atividade das amostras (dpm)
digestao . 5%
1 2 . Media
min.,
1 - 3.425 ‘3.240 3.333 92
2 9.119 8.594 . 8.856 262
3 . 8.395 8.615 8.505 109
3,5 7,671 8.233 7.952 281
4 8.939 -~ 8.392 8.666 ' 273
5 8.609 8.167 8.388 221
. * %
Teste F "92,45
Dms (Tukey 57%) 1.240

cCvVv 2 ’ , 4,1
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Como a posigao de incorporagao nao mostrou diferenga si-
gnificativa (Quadro 6) adotou-se a posigao central, sem
pPre que possivel, como norma de trabalho. Por estes re
sultados tem-se uma ideia da ﬁariagzo do presente metodo
utilizado, que apresenta um coeficiente de variagao de
15,277%. -

5. Comparacao entre os cultivares de café estudados

5.1, Dados de crescimento dos cafeeiros estudados

Para as cinco plantas de cada cultivar uti-
lizadas nas medidas de fotossintese foram anotados os
valores da altura, crescimento médio de ramos laterais e

area foliar (Quadro 7).

As plantas tinham aproximadamente o mesmo
porte, com excegao do hibrido H 6586-2. Este cultivar
apresentou um desenvolvimento vegetativo extremamente de
ficiente na solugao nutritiva, uma vez que, em condigoes
naturais, "ele tem porte maior do que o Catuai. O Catuai,
como esperado, apresentou altura menor do que o Mundo
Novo e o 1130-13,

- . 4

Somente tres cultivares, Mundo Novo, Catual

e 1130-13, dos cinco em estudo, apresentavam ramos late
rais aos 13 meses de idade. O desenvolvimento medio dos’
ramos laterais foi semelhante. 0 desenvolvimento preco-

. . - - . -t .

ce de ramos laterais em cafeeiros e um indice util para
as primeiras produgoes, pois so nas axilas ' das folhas

dos ramos laterais & gque ocorre a floracao.

uanto E grea foliar (o] Catua{ apresentou (o]
’ p

maior valor. Segue;se o Mundo Novo, 1130-13 e H 6586-2

-
Trnrarooenonntn matrowm maan »a TTINTT o =~

Sl B

-
antro no ars

7, hinne
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QUADRO 6. Atividade (dpm) de folhas de 2afeeiro (Coffea
arabica, Mundo Novo), incorporadas com 1 co,, sob luz
artificial em laboratorio, em tres posigoes e em duas
folhas opostas da mesma planta :

Local

. Folha 1 Folha II
incor ,
pora- - , ST c v
gao . - e
folha 1 2 1 2 Medla
A
" Base 14.656 17.855 15.843 24,462 18,204 2,188 24,0

Centro 16.775 16.775 15.814 18.324 16.922 519 6,1

Apice 17.420 16.303 17.326 19.119 17,542 583 6,6

Teste F 0,2284"°

cv 2 15,27
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QUADRO 7. Altura, comprimento medio dos ramos laterais
de Coffea arabica (M. Novo, Catual, 1130-13 e H 6586-2)
e C.,canephora (Guarini). Plantas com 13 meses de . idade,

mantidas em solucao nutritiva., Dados medios de - cinco
Plantas
Cultivar Altura Ramos laterais Area foliar
cm cm dm?2
. Mundo Novo 45,10 15,39 18,24
(+ 0,64)% (+ 1,44) (+ 1,68)
Catuai 32,90 12,75 21,20
(+ 0,40) (+ 0,72) (+ 0,81)
1130-13 41,30 14,18 13,64
(+ 2,65) (+ 1,74) (+ 1,64)
H 6586-2 14,30 - 1,23
(+ 0,62) (¥ 0,13)
Guarini 40,70 - 9,92
(+ 1,22) (+ 0,98)
(a) Desvio padrao da media.
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. . - . -
cultivar de porte mais proximo ao Mundo Novo, porem, com
uma intensidade de folha bem baixa, 0 Guarini (C.cane-

- T . o o
Ehora) mostrou o quarto valor em area foliar,coincidindo
' - s . . . . .
com sua caracteristica de desenvolvimento inicial mals

lento.

5.2. Medidas dos estomatos

No Quadro 8 aparecem os valores obtidos do

nuimero por mmz, do comprimento (u) e largura (u), dos
estomatos dos cinco cultivares utilizados. Conforme ja
foi descrito por Franco (1939), a especie tetraploide

. . - 2
C.arabica apresenta maior numero de estomatos por mm° do

que as especies diploides (C.canephora). Por outro lado

. -~ 13 ) o
C.arabica apresenta estomatos maior do que o C.canephora

5.3, Désagem de clorofila

Os teores de clorofila para os —cultivares
ém estudo dosados segundo Arnon (1949) aparecem no Qua-
dro 9. Observa-se que dentro de C.arabica, Mundo Novo e
Catual apresentaram o mesmo teor de clorofila, enquanto
1130-13 e H 6586-2 mostraram pequena diferenga entre si,
0 Guarini foi o que se destacou, apresentando teor mais

elevado.

Os resultados estao bastante proximos dos valo-

res obtidos por Franco (1941), nzs mesmas condigoes de
luminosidade. Este autor fez um estudo comparativo do
teor de clorofila em plantas (C.arabica) submetidas a
diversos tipos de sombreamento, em condigoes naturais,

cujos resultados foram os seguintes:
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QUADRO 9. Clorofila (ug) em Coffea arabica (M.Novo, Ca-
tuai, 1130-13'e H 6586-2) e C.canephora (Guarini), com
13 meses de idade, mantidas em solugao nutritiva con
di¢oes controladas (2
ug clorofila/mg p.fresco _
Cultivar S cv
P2.1 PR.2 PRL.3 PR.4 PRL.5 Media
Z

M.Novo 2,85 2,66. 2,75 2,60 2,74 2,72 0,04 3,5
Catuai 2,54 2,43 2,88 2,89 2,74 2,70 0,09 7,6
1130-13 2,88 3,14 2,96 2,96 2,97 2,98 0,04 3,2
H6586-2 2,45 2,78 2,67 2,53 2,70 2,63 0,06 5,1
Guarini 3,40 2,94 3,37 2,81 3,38 3,18 0,13 8,9
" Teste F 8;60**

Dms (Tukey 57) 0,33

(a)

UR 35-60%, fotoperiodo de 12 h,

Temperatura do ar 20°C, 0,14 cal.cm-z.min
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Luminosidade , Teor clorofila
(1ux) (ug/mg p.f.)
26.396 . 1,76
8. 746 2,48
3.655 A 3,19
3.574 3,92
2. 843 3,38

Dms (17) 0,33

Note-se que a luminosidade na c¢2mara de cresci

mento no presente experimento era em torno de 9,800 1lux,
-~ . ~

semelhante a segunda condigcao de luz usada por aquele

autor.

5.4, Medida de abertura estomatica e transpiracao

Com o chjetivo de se conhecer o comportamen-
to diario da abertura e fechamento dos estomatos das
plantas de cafe, dentro da camara de crescimento (temp.
ar ZOOC, UR 35-60%, 0,14 cal.cmnz.minnl, fotoperTodo de
12 horas) usou-se o porometro de Alvim modificado (Labou
riau et al, 1964), Num primeiro dia foram feitas deter
minagoes de uma em uma hora, comecando 30 minutos apos o
inTcio da iluminagao. Nestas determinagoes foi usado
somente o cultivar Mundo Novo (Fig. 4). Observou-se que
os estomatos permaneceram abertos durante todo o periodo -
de iluminacgao (12 horas), selecionando-se seis periddos
para as medidas dos demais cultivares, sendo sempre )

tltimo periodo 30 minutos apos o termino do. fotoperiodo.

0 Quadro 10 mostra os resultados destas medidas

-2 . =1 . .
{cm®™ ar.cm “.min *) para os cinco cultivares em estudo.
0 cultivar Mundo Novo foi o que apresentou o maior valor

de abertura estomatica (3:30 h de iluminacao).Observa-se



cm3 AR. €2 Min™
o

A

40.

4100

Seg. cm™!

TEMPO {h) APOS ILUNMINAGAD

FIG. -4. Abertura estomatica (¢=———e, em cm ar.cm
, em sec.,

e resistencia a transpiracao(s—e=-«-
Coffea arabica (Mundo Novo).,

-z.miﬁl)

em~1) em
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que o Mundo Novo apresentou uma tendencia a diminuigao
de abertura estomatica deﬁois de 9:30 h de iluminagao  /
(422 a menos). Tal comportamento, com menor iﬁtensidi
de foi observado no Catuafl (24%7) , enquanto que os demais
cultivares mostraram-se muito regulares durante todo o
perfodo de iluminagao. O Catual apresentou um valor bem
elevado logo nos primeiros 30 minutos de iluminacao. 0

cultivar 1130-13 nao teve uma resposta rapida de abertu-

ra dos estomatos, pois aos 30 minutos so apresentou um
valor de cerca de 50% do valor médio do periodo. 0 hi-
brido H 6586-2 foi o que apresentou os menores valores

de abertura estomatica, cerca de 687 da media das demais
plantas, porem com abertura maxima ja no inicio da 1ilu-
minagao. O cultivar Guarini apresentou um valor elevado
ja aos 30 minutos e em media tem 127 a mais do que o Mun
do Novo e o Catuai. Apds 30 minutos de escuro, os culti
vares Mundo Novo, Catuai e 1130-13 apresentaram a aber-
tura estomatica reduzida em 907, 897 e 897, respectiva-
mente, No entanto, o Guarini so reduziu a abertura esto
matica de 53% e o hibrido H 6586-2 em 337%.

. X - . 3 - 2
As medidas de abertura estomatica (cm™ ar.cm .

=1 . -
min ) em cafeeiros, foram em media sempre menores do
que os valores obtidos por Labouriau et al. (1964) em

Cybistax antyphilifica Mart., planta de cerrado, que man

tém os estomatos abertos durante a noite.

Franco (1938) usando C.arabica, 'Tipica' verifi-

cou que folhas a pleno sol fecham os estomatos das 10 as
13:30 horas e gquando sombreadas permanecem abertas duran
te o dia todo, porém com abertura maxima as 11:30 horas.
Ao passar da luz para a obscuridade os estomatos levavam

42 minutos para atingir o fechamento maximo. No retorno
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da obscuridade para a luz a abertura maxima se dava apos
35 minutos, Em todos os casos o inicio da reagao dos

estomatos deu-se entre 2 e 5 minutos.

Nutman (19373a), usando um porometro de Knight
(Knight 1922) acoplado a um registrador, estudou o curso
diario de abertura estomatica de C.arabica em condigoes
naturais (Tanganica). Concluiu que a abertura estomati
ca estava diretamente correlacionada com a  intensidade
de luz ate 0,7 cal.cm-z.min- e inversamente correlacio-
‘nada acima de 0,9 cal.cm—z.min-i. Notou ainda que a res

posta ao estimulo de luz ocorre dentro de 3 minutos.

Shimshi (1967), utilizando o porametro de Alvim
modificado, observou diferengas no comportamento estoma

tico nas tres especies estudadas. Atribuiu este compor

tamento 2 uma interrupcac no suprimente de agsa ela
I &
pressao exercida nas nervuras e ao sombreamento da re-

.~ - - o

giao da folha sob o porometro. No presente trabalho am-

bas as situagoes foram evitadas ao usar-se uma camara
n > n i~ : -

de "plexiglass” no porometro e evitando-se as mnervuras

de primeira e segunda ordem.

As medidas de resisténcia a transpiracao (IHZO)
foram feitas simultaneamente com as de abertura estomati
ca. Para o Mundo Novo foi estimado de uma em uma hora
(Fig. 4) e em seis periodos para os demais cultivares
(Quadro 11). Acompanhando o comportamento da abertura
estomatica, o Mundo Novo mostrou maior resisténcia a
transpiragao apos 11 e 12 horas de iluminacgao (7472  a

mais); sendo gque a menor resistencia ocorreu as 4 horas

de iluminagao. O Catual também mostrou esta tendencia
oferecendo 38% a mais de resistencia a transpiracgao a
partir das 10 horas de iluminacao. Este cultivar foi »
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- .. r .
que apresentou, em media, o menor valor de "H,0, seguin-

. do depois o Guarini, Mundo Novo, 1130-13 e H 5586-2. 0
O hibrido H 6586-2 foi o que apresentou os maiores valo
res de rHZO, aumentando tambem a partir das 10 horas de
iluminagao (123% a mais). O GuarinI mostrou-se bastante
regular durante todo fempo luminoso. Apos 1 hora de
escuro, a resistencia a transpiragao aumentou de 4057,
3727 e 798%, respectivamente para o M.Novo, Catual e
1130~13, Para os dois outros cultivares a transpiracao
foi praticaﬁente nula, ou seja, uma resistencia infinita

mente grande.,

-~

Os dados de abertura estomatica e resistencia a
transpiracao, de um modo geral, mostraram sempre a mesma
tendencia, com excegcao do H 6586=2 qué apresentou um
grande aumento na rH20 as 12 horas de iluminacao. Esta
tendencia nao foi acompanhada por um fechamento relativo
da abertura estomatica. Como as medidas nao foram si-
multaneas, & possivel que tenha ocorrido um rapido fecha
mento dos estomatos no intervalo entre as duas medidas

(ca. 30 minutos).

A diminuigao relativa da abertura estomatica e da
transpiragcao ao fim do periodo de iluminacao, sugere al-
gum controle ritmico endogeno, uma vez que todas as con-

digoes ambientais eram constantes,

Nutman (1941) estudou a taxa de transpiracao de
C.arabica em condigaes naturais (Tanganica), concluindo
que a transpiragzo, da mesma forma que a abertura estomé
tica, varia com niveis. de baixa radiacazo solar e & afeta
da por grandes deficits de agua. DBirhuizen et al,(1969)
concluiram que os estomatos de C.arabica_fazem um contro

le eficiente de transpiragao em condigoes de deficit de
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- N . 3
agua no solo, ocorrendo um fechamento mais brusco no in

jo s

cio. Diferencas quanto ao comportamento da abertura e
tomatica e .transpiracao entre os cultivares de C.arabica

sao esperadas (Nunes & Duarte 1969, Nunes 1970).

6. Incorporacao de 14C00

z

6.1, Fotossintese aparente

Cinco plantas de cada cultivar receberam
A

i4

€O, conforme o metodo ja descrito. As incorporagoes
- . 3 - . - . . 3 ~ .
iniciaram~se 1 hora apos o inicio da iluminagao e termi
naram 5 horas depois, Este primeiro experimento teve
maior duragao pois as amostras para dosagem de clorofila
- . 3 -~ -~
foram colhidas simultaneamente. . Os estomatos estavam
plenamente abertos durante todo o periodo de duragao do

experimento como mostram os dados de abertura estomatica
{Quadro 10).

Os valores de fotossintese aparente(mgCOz.dner;l)
mostraram—-se significativamente diferentes ao nivel de
172 (Quadro 12), Os cultivares M.Novo e Catual apresenta
ram os mesmos valores de fotossintese aparente. Os cul
- tivares 1130-13 e H 6586-2 nao chegaram a diferir do
M.Novo, porem foram inferiores ao Catuai. 0 cultivar
Cuarini apresentou uma.fixagzo aparente bem menor do que
os cultivares C.arabica. £ possivel que as condigoes de
temperatura e radiacao do presente experimento nao te-

nham sido as melhores para esta espécie.

A escolha de 20°C para a temperatura do ar fol
baseada nos resultados de Nunes et al, (1968) no qual

foi medida a fotossintese aparente de quatro cultivares
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QUADRO 12, TFotossintese aparente (mgCO .dm-z.h—l) a 320

ppm CO, e 207 02. Plantas de Coffea arabica (M. Novo, .
Catuai, 1130-13%e H 6586-2) e C.canephora (Guarini) com
13 meses de idade, mantidas em solucao nutritiva e condi
goes controladas (2 -

mgCOo,.dmn~2,h~1

Cultivar

. ble cvVv
P2.1 P22 P2.3 PL.4 PL.,5 Media

7
M. Novo 7,78 6,44 6,18 6,71 4,99 6,42 0,45 15,64

Catuai 7,43 7,75 7,88 7,89 6,26 7,40 0,30 9,04
1130-13 4,93 6,41 4,93 5,19 5,41 5,37 0,27 11,40
H6586~2 5,23 5,79 5,20 5,75 4,82 5,36 0,18 7,64

Guarini 3,53 3,76 4,87 3,96 3,69 3,96 0,23 13,27

’ * %
Teste F 18,24
Dms  (Tukey 57) < 1,28
(a) -

Temperatura do ar 2000, 0,14 cal.ém—z.min
UR 35-60%, fotoperiodo de 12 h.
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(dois de C.arabica e dois de C.canephora), utilizando um

analisador de gas infravermelho (IRGA). A temperatura

de 20°C foi a temperatura otima e 0,11 cal.cm-z.min-1 a
intensidade de luz saturante, A selegao S 288-23 apre-
sentou o mais alto valor de fotossintese aparente 6,99mg
COZ.dm-z.h-l, seguida de Gimma 5,57mg COZ.dm-z.h-l, am-
bas da espécie C.arabica. A selegao BP 42 Y 809 de C.
,edm Zin71L

Os valores para fotossintese aparente sao comparaveis

canephora, apresentou uma fixagao de 4,98 mgCO

aos obtidos para os cultivares Catual e M.Novo. Os ou-
tros dois cultivares.1130-13 (da Tanzania) e H6586-2 (do
Brasil) apresentaram resultados proximos aqueles obtidos

para selecao Gimma (Etiopia). O Guarini (Java) apresen-
tou uma fixacao de CO2 de aproximadamente 1 mg COz.dm-z.

h 11 menhor do que aquela medida por Nunes et al, na se-
legao BP 42 Y 809 (Java). As maiores taxas de fotossf&
tese aparente (2000) foram sempre encontradas dentro do

grupo C.,arabica. Os cultivares do grupo C.canephora a-

presentaram valores de 35Z e 297 a menos, respectivamen-
te, para o Guarini e para a selecao Gimma. A diminuigao
de fixacgao de CO, com o aumento de temperatura (Nunes et
al, 1968). foi bem caracterIstica para cada cultivar. Es
te comportamento evidencia a variabilidade de adaptagao
ecologica entre os mesmos. A selecao S 288-23, alem de
ser aquela que apresentou a maior taxa de . fotoséIntese‘
aparente, foi também relativamente a menos susceptivel 2

elevagao de temperatura do ar.

Quanto a produgEo dos cultivares estﬁdados, o M,
"Novo e Catuai sao aqueles que apresentam as mais altas
producoces. O Catuai, embora seja material de porte me-
nor do que o M.,Novo, apresenta as mesmas produgges. 0

cultivar 1130-13 tem apresentado uma producao media de
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587% daquela do M.Novo (Carvalho & Monaco 1972)., Os cul
r tivares H 6586-2 e Guarini sao selegoes recentes, ainda

em estudo, nao tendo portanto dados de produgao.

Tio (1962) estudou o efeito da intensidade de 1luz
sobre a fotossintese aparente de C.arabicq 'Bourbon'., A
,-dn 20" a 20,000
lux, 130 ppm 002 e 20°C. Este valor de fixacao manteve-

taxa maxima obtida foi de 6,14 mgCoO

-se na faixa de 20,000 a 60,000 lux, decrescendo em se-
guida devido efeitos destrutivos dos cloroplastos sob al

s . g o~ -
tas iluminagoes.,

Nutman (1937t) mediu a fotossintese aparente em
C.arabica em condigoes naturais na Tangaziza. Os valores
=2 . -1
.d
e dm

obtidos variaram de 0,7 a 4,5 mgCO .h 7, Foi obser
vada uma estreita dependencia de fixagao de CO

, com as
condigoes de irradiagao incidente: as maiores taxas ocor
reram as primeiras horas do dia, em dias nublados ou en-
tao em plantas sombreadas artificialmente. Em planta
exposta a pleno sol, a fotossintese foi nula no periodo
de 12-14 horas. Este fato foi atribuido ao fechamento
temporario dos estomatos. Os valores relativamente meno
res de fotossintese aparente encontrados podem ser intei
pretados pelas condigcoes em que foram realizados os expe
rimentos. As folhas foram mantidas sempre horizontal-

mente e sob irradiagao solar direta, a uma velocidade de
ar baixa (83 ml min_l). Foi encontrado um valor de 0,75

mgCOZ.dm-z.h 1 para a respiragcao noturna,

Shimshi (1969) sugeriu que o presente metodo for
‘nece valores de fotossintese real ao inves de fotossin-

tese aparente,  Todavia Austin & Longdon (1967) conclui-
ram que houve boa correspondencia dos dados usando 14C02

. . ~ 1
e IRGA, apesar da esperada discriminacao para Co» nos
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estudos de fotossintese aparente em Beta vulgaris e Pha-

seolus.

Em C,arabica Nunes et al. (1968) encontraram va-

lores entre 5,57 e 6,99 mgCO dm-z.h—1 e Tio (1962) 6,14

2’
mgCOzdm 2.h 1 (Bourbon), utilizando o IRGA. Estes resul

tados sao proximos as taxas de fixagao de CO, em C.ara-

2
bica obtidas no presente trabalho que oscilaram entre
5,36 e 7,40 mgCO,.dm 2.h ">

gedm “oho T, A coincidencia destes resul
tados sugefé que o metodo de 14CO2 permite avaliar a fo-

- Eod
tossintese aparente em cafe,

O metodo usado, na realidade deve medir a fotos-

sintese aparente devido a uma diluigao isotopica.O fluxo

de gas que passa pela folha durante 20 segundos contem
14002 +'12002. Durante este periodo de'tempo nazo ha evo
lugao do CO, récem-fixado Hew et al. (1969). Como a
camara de inc;rporagao de "plexiglgss" e perfeitamente

transparente a luz (Shimshi 1969), a area foliar sob ig
corporagao apresenta uma evolugao de CO2 induzida pela
luz (fotorespiracao). Este 12COz.evolufdo vai baixar a
atividade especifica da mistura gasosa e, com isto, di-
minuir os valores de fixagao de CO2 avaliados pela f5rm3
la (I). Acredita-se portanto que os resultados obtidos
com o presente metodo representam na verdade a fotossin-

tese aparente,

6.2. Fixacao de CO, expresso em teor de clorofila

Os dados coletados permitiram calcular a ta-
xa fotossintética levando em consideragao o teor de clo
rofila (Quadro 13). Os resultados confirmam em linhas

gerais aqueles apresentados no Quadro 12, 0 cultivar
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QUADRO 13. Fotossintese aparente expressa em mgCO .
'mg clorofila “1.n-1 a 320 ppm CO, e 207 02. Plantas %e
Coffea arabica (M.Novo, Catuai,“1130-13 é H 6586-2) e

C caneghora (Guarlnl), com 13 meses de 1dade{ ) mantidas
em solugao nutritiva e condlgoes controladas

mgCO0,.mg clorofila™l,n™}
Cultivar X Ccv
Pg.1 Pg.2 P2.3 Pg.4 Pg.5 Media

M. Novo 7,71 6,85 6,35 7,30 5,14 6,67 0,44 14,90
Catuai 8,27 8,80 7,74 7,72 6,13 7,73 0,45 12,92
1130-13- 4,84 5,77 4,71 4,96 5,15 5,09 0,18 8,16
H6586-2 6,03 5,63 5,51 6,42 5,04 5,73 0,23 9,15

Guarini 2,93 3,62 4,08 3,99 3,08 3,54 0,23 14,70

: * %
Teste F 23,33
Dms {(Tukey 57) - 1,39
(a) ' ° -2 . -1

Temperatura do ar 20°C, 0,14 cal.cm “.min
UR 35-607, fotoperiodo de 12 h,

s .



52,

1130-13 apresentou uma diferenga de fixagao de CO, em re

2
lagao ao Mundo Novo. O Guarini manteve-se com uma taxa

fotossintética mais baixa em relagao ao grupo de C.ara-

bica, pois suas folhas apresentaram teor de clorofila

mais elevado,

Sestak et al. (1971) sugere a area foliar como ba
se conveniente para exprimir a taxa fotossintetica quan-
do for limitante a energia radiante e a concentracao de
COz. 0 teor de clorofila pode alternativamente ser usa
do no caso de limitagao por radiagao. O critério geral
a ser usado deve ter como base a caracteristica da plan-
ta que mais afete o processo. O mesmo domportamento re
lativo apresentado pelos cultivares (ekceggp'ao 1i30-13)
sugere que nas condicoes do experimento nao havia limita

cao de 002 e de intensidade de luz (Quadros 12 e 13),

6.3. Fixacao de CO, por estomato

Considerando-se o numero de estomatos presen
2 . .
tespor mm- de superficie foliar e os valores de fotossin
’ . - . . o~ . .
~tese aparente, foli possivel estimar a eficiencia da fixa

gEo de C02 por estomato em cada cultivar (Quadro 14).

Cs cultivares M.Novo e Catuail apresentaram a mes-
ma eficiencia de fixacao de CO, por estomato, Esses dois
cultivares todavia tiveram 29% a mais de fixagao do que
1130-13 e H 6586-2, os quais nao diferiram entre si, 0
Guarini foi o que apresentou a mais baixa fixacao por
estomato, Este cultivar apresenta maior numero de esto-
matos, por unidade de area, porém menores do que os de
C.arabica, No presente trabalho nao & possivel, com os
dados obtidos, avaliar a importﬁnéia relativa de cada

um destes fatores.
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QUADRO 14 Fotossintese aparente, expressa por mgCO,.
[est:omat:o-i.h'1 a 320 ppm CO, e 207 O,. Plantas de
Coffea arabica (M.Novo, Cattai, 1130513, H 6586-2) e C.
canephora (Guarini), com 13 meses de idade, _mantidas em

solugao nutritiva e condigses'controladas(a)

mgCo, x 1078, estomato™l.n
Cultivar

P2.1 PQ2.2 PQ.3 PL,4 PR,5 Media

9

M. Novo 3,94 3,26 3,13 3,40 2,52 v3,25 0,23 15,73
Catuai 3,60 3,75 3,81 3,82 3,03 3,60 0,15 9,20
1130-13. 2,24 2,91 2,24 2,36 2,46~ 2,44 0,12 11,35
H6586-2 2,82 3,12 2,80 3,10 2,38 2,8 0,13 10,53

Guarini 1,25 1,33 1,72 1,40 1,31 1,40 0,08 13,22

, i * %
Teste F 31,32

Dms (Tukey 57) o 0,64

(a) -

Temperatura do ar ZOOC, 0,14 cal.cm-z.min
UR 35-60%, fotoperiodo de 12 h. '

s -
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6.4, Efeito da concentracao de O,

Usando-se a mesma metodologia, tentou-se co
nhecer o efeito da pressao parcial de - oxigénio sobre a
figagZO de COZ' 0 cultivar Catuail nao apresentou qual-
quer efeito na mudanga de pressao parcial de oxigenio de
20 para 5% (Quadro 15), enquanto o Guarini teve um aumen
to de 29%. Comparando-se o efeito de wuma alta pressao
parcial de 02 (52,5%) com a pressao norﬁal (:20%) verifi

ca-se que o Catual teve uma diminuigao na fotossintese a

-~
-
na

(24
[

N k4
rarente de 347, enguan gque o Guarin ¢ mostrvou redwm

. gao significativa. Comparando os resultados extremos de
uma baixa pressao parcial de 02 (52) e de uma alta pres
sao parcial de 02 (52,5%), verifica-se que ambos os 'cul
tivares foram afetados. No Catual ocorreu uma reducgao

de 287 e no Guarini de 377 na fotossintese aparente,

Resultados semelhantes sobre o efeito do O2 na fo
tossintese aparente tem sido obtidos em espécie de ciclo
C3. O efeito da variacao de presszo parcial do oxigenio
na fotossintese parece ser bastante geral, ocorrendo em
vegetais superiores, algas e cloroplastos isolados (Tur

ner & Bristain 1962, Jackson & Volk 1970).

Forrester et al. (1966a) mostraram que, em soja,
a fotossintese aparente era inibida com o aumento da con
centracao de 02 de 1 a 1007, Este efeito foi muito mais

acentuado em atmosfera de baixa concentragao de CO A

2*
fotorespiracao era nula a 1% 02 enquanto que a 1007 foi
muito maior do que a 217, Todavia com especies do ciclo
04’ como O milbo,‘a fotorespiracao e o ponto de compeﬁsi
¢ao sao nﬁlos‘na faixa de 1 a 1007 02. Para outras es-
pecies de monocotiledoneas estudadas o ponto de compensi

gao de CO umentou linearmente com a temperatura (For

5 2
rester et ~l. 1966b),
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Fotossintese aparente (mgCOz.dm—
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.h'l) a 320

(b)

Valores de dms (Tukey a 5%)

Temperatura do ar ZGOC,
UR 35-607, fotoperiodo de 12 h,

0,14 cal.cm

.min

PPm e em tres atmosferas de 0,: 5, 20 Plan-
tas de Coffea arabica (Catua{} e C.canephora (Guarini) ,
com 13 meses de idade ?antidas em solugao nutritiva e
condigoes controladas 2 :
Concen Fotossintese s—
Cultivar tragao X cv
0 aparente
2
yA mgCOz.dm‘z.h”1 %
Catuai 5 6,79 0,54 17,80
20 7,40 0,30 9,04
52,5 4,87 0,39 18,00
Teste F: 5-20,0% 0, 0,99"%
. *
20-52,52 0, 26,27 (1,14)°
*
5-52,5% 0, 8,23 (1,54)°
Guarin{ 5 5,14 0,36 15,79
20 3,96 0,23 13,27
52,5 3,22 0,28 19,72
Teste F: 5-20,0% 0, 7,33%%  (1,00)P
20-52,5% 0, 4,11"°
5-52,52 0, 17,33"* (1,06)°
(a)
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Hew e Krotxev(1968) estudaram o efeito de 0, em
folhas aclorofiladas (muténtes), variegadi3s e normais de
tres especies, As folhas aclorofiladgs, diferentemente
das folhas normais, nao apresentaram efeito de concentra
cac de 02, sendo a evolucao de 02 a luz e no escuro sem

pre a mesma. Concluiram que a evolugzo de CO2 a luz nas
folhas normais estaria estreitamente ligada a fotossinte

sSe.

Dowton & Tregunna (1968) obtiveram uma inibigao
completa da fotossintese e da fotorespiracgao usando
.3-(3,4-diclorofenil)~-1,1 dimetil ureia (DCMU), mas sem
afetar a respiragao noturna. Concluiram ainda que a sen
sibilidade das plantas ao oxigenio estava ligada a pro-
ducao de glicolato, sendo portanto compativel a proposi

cao de que glicolato e o substrato da fotorespiracao.

Jackson & Volk (1970) mencionaram que a inibicgao
da fotossiptese aparente pelo oxigenio (efeito Warbung),
tem sido atribuida a um aumento na‘fotorespiragao, embo
ra existam tambem outras interpretagoes., D'Aouste &

Canvin (1973),utilizando o metodo de medidas simultaneas
de 12CO2 e 14002 em circuito aberto proposto por Ludwig
& Canvin (1971), avaliaram que a 21% 02 a inibigzo da

fotossintese real era 557 e o est{mulo.da fotorespiragao

457,

Ogren & Bowes (1971) mencionam a inibigao comblg
ta de 02 na incorporacao de 14002. Sugerem a possibili=-

dade de que o 0, substi;ui o CO, na reacgao de carboxila
¢ao. A ribulose=-1,5 difosfato & oxidada a 3-fosfoglice-
rato e fosfoglicolato. Um aumento na pressao parcial de
02 aumenta a producao de fosfoglicerato, estimulando a
fotorespiracao e reduzindo a concentracao dos intermedié

m~e A At aTl A A
o8 ad i

PR PRy

1=

W

Jida

- - =
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Pelos resultadqs do ébaixamento da pressao par-
cial de 02 verifica-se que, nas condigses do experimen-
to, o cultivar Catual estava com uma baixa competigao de
02 ao nivel da ribulose-l,S-difoéfato'carboxilase,enquag
to.que para o Guarini esta competiggo mostrou~se bastan-
te alta. Quando a pressao parcial de 02 variou de 20
para 52,5% notou-se uma acentuada diminuigao na fotossin
tese aparente do cultivar Catuai. Este fato confirma

que este cultivar estava sob uma competicao de O relati

[\

vamente baixa nas condings normais (207 02), pois que
a reagao de carboxilag§o apresentou alta sensibilidade a
" competicao com o oxigénio. Sob este aumento da pressao
parcial de 02 a fotossintese aparénte do Guarini nao foi
significantemente afetada. A enzima carboxilante deste
cultivar deveria ja estar sob alta competicao com o oxi-
génio na concentracgao de 20% 0,. |

Como o oxigenio age diretamente sobre a ribulose
-1,5~difosfato carboxilase, aumentando o substrato para
a fotorespiragao, os resultados obtidos sugerem um estu
do mais amplo sobre a intensidade da fbtorespiraggo de
cultivares de café, em diferentes condigoes de temperatu

ra e intensidade de 1luz.

6.5, Estimativa da fotorespiracao e do ponto de

compensacao para CO,
=

Varios metodos tem sido propostos para esti-

mar a fotorespiragao em plantas superiores. Samish &
Koller (1968) propu&eraﬁ uma estimativa de fotorespira
¢ao a partir da relagao entre fotossintese aparente e

concentracao interna de COZ'

pood
O

.

Figs

69).realizaram um estudo critico de
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zando folhas de girassol e milho: (a) em sistema fechado,
a fixagao de co, foi dosada pelo IRGA e a fase retilinea

entre fotossintese aparente e concentragzo externa de

002 foi extrapolada para zero ppm COZ; (b) 14002 foi 1i

berado em um sistema fechado e a fotorespiracao foi medi

da pela queda de atividade especifica; (c) o CO evolui

2
do foli medido diretamente (IRGA) em sistema ‘aberto sob
fluxo de ar livre de COZ' Concluiram que os tres métg

dos apresentam identicos resultados sendo portanto vali
da a extrapolacao sugerida por Decker (1959). Foi nota

: . ‘g 14 -
do, no entanto, que. as medidas utilizando “"CO, so podem

2
ser usadas durante curto espago de tempo (45 sec) pois
. .- . ~ 14
que aos 2 minutos ja havia evolucgao de COZ' No caso
do método (c) o fluxo & extremamente importante, sendo

- . - [ ) . . 1
necessario mante-lo sempre acima de 2,5 litros.min =,

A extrapolacao da parte retilinea da forossintese
aparente € feita considerando~se que a fotorespiracao nao
muda a medida que a concentfagaq'de co, € progressivamen
te diminuida (Jackson & Volk 1970). Em trigo, Heath &
Orchard (1968) encontraram que em uma faixa limitada de
. concentragao de CO2 ha um aumento da fixacao de 002 ou
uma diminuicao na sua evolugao péra o meio externo. Por-
tanto existiria uma relagcao sigmoide, com uma curvatura
positiva nos valores de fixacao de CO2 abaixo do ponto
de compensacao (fotorespiracao). _ Por outro lado Ludwig
& Canvin (1971) mostraram que a concentragao de CO na

2
faixa de 53 e 300 ppm nao influencia a fotorespiracao.

D'Aoust & Canvin (1973) demonstraram que o oxigg

s -~ . -
nio nao afeta igualmente a fotossintese real e a fotores

piracao. Concluiram que n3o seria valida a estimativa
da fotorespiracao pela diferenga entre fixagao de 002 a
1N T O SRS R [ T T - o e 2.z -4 g i ey
R _.2 SRS RS LR ke FEss g8 Tda s VERMLUSOLILRLL SR s s




rente), No entanto Jackson

a fotossintese real nao &
ta fotorespiragao, pois que

gzo de CO2 para o processo,

Em fungao das informagoes existentes
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& Volk (1970) consideram que
alterada em condigoes de al-

existe suficiente concentra-

na literatu

ra, procurou-se no presente trabalho avaliar fotorespira

gao, utilizando-se o presente equipamento, pelo metodo da

extrapolacao proposto

ra tanto -foram usadas

originalmente por Decker (1959).Pa

plantas do cultivar Catuail em

con

dicoes controladas ew camava de crescimants. O ecilindro
estoque foi carregado com 8,2, 6,0, -5,2 e 2,7 uM de
carbonato (Na212C03 + Na214C03), 0 que corresponde a
411, 320, 260 e 134 ppm de COZ’ respectivamente. A

pressao parcial de oxigénio foi de 202,

Os valores de fotossintese aparente em funcao da

concentragao de CO2 aparecem na ng. 5. 0 valor da foto

respiracao estimado pela extrapolacao da reta para zero

-2

ppm de CO, (Fig. 5b) e de 2 mgCo,.dm a0 ponto em
que a reta corta o eixo das abcissas (65 ppm C02) cor-
responde ao ponto de compensagzo de €O, a 20°C e 0,14

2
cal.cm z.min , para este cultivar (Fig. 5a).

Medidas de fotorespiracao considerando a evolucgao

de C02’ sao sempre substimadas, pois nao levam em . conta
o CO2 reciclado (Samish & Koller 1968, Hew et al. 1969,

Jackson & Volk 1970).

A declividade da reta obtida entre -fotossintese

_aparente e concentragao de CO, pode ser considerada como

2

a eficiencia da carboxilagao ou tambem como o inverso

da resistencia total para a entrada de'CO2 (Jackson &
Volk 1970).
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;
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FIG, 5. Taxa de fotossintese aparente de Coffea arablca

(Catual) em fungao da concentragao externa de CO €3]

estimativa do ponto de compensagao de CO
e (b) estimativa da fotoresplragao (2 mgCO

(65 ppm CO )
.dm~ ¢ ,h” 5.
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Considera-se que para plantas C3 a temperatura

" otima para fixacao de CO, oscile entre 15-25°C, o ponto

2

9 entre 30-70 ppm CO2 e a fotores-

piracao corresponda a 30-507 da fotossintese aparente .

de compensa@ﬁo para CO

No presente trabalho, os dados com cafeeiros foram de 65
ppm 002 para o ponto de compensagao e a fotoreSpiragao ,
no caso do Catuai, foi de 37% da fotossintese aparente.
gtilizandOfse o valor de 0,7 mgCOZ.dm-?".'n.1 para a respi
ragzo noturna obtido por Nutman (1937), a fotorespiragao
em cafeeiro‘seria 2,8 vezes maior do que a respi;aggo no
turna. Jones & Mansfield (1970) apresentaram valorés de
80 a 100 ppm CO2 para o ponto de compensacao de cafe a

20°¢.
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V. CONCLUSOES

Utilizando-se o método de incorporagao de E 14CO

2
em folhas intactas, apresentado por Shimshi (1969) e mo
dificado no presente trabalho, para avaliar taxas de fi-
xagao de CO2 em plantas, concluiu-se gue as taxas de
fotossintese oscilaram em torno daquelas ja obtidas em
cafeeiros, através de outros métodos. Plantas de C.cane-
phora apresentaram taxa fotossintetica 35% menor em rela
cao ao material de C.arabica. Os dois cultivares mais

_produtivos (M.Novo e Catuai, C.arabica) foram aqueles

que apresentaram as mais altas taxas de fixagao de COZ'

O efeito da pressao parcial de oxigenio foi dis-

tinto para os dois cultivares estudados., O Guarini foi
. - . . .

mais sensivel do que o Catuail, apresentando uma diminui=-

cao da taxa de fotossintese aparente de 377 enquanto pa-

ra o Catuai esse efeito foi de 28%,

Pelo presente método e possivel estimar o ponto
de compensagEo para CO2 e a fotorespiragao. -No caso do

2 e de 2

-2 - . .
2.dm .h 1, respectivamente, . Neste cultivar a taxa

Catual os valores obtidos foram de 65 ppm CO
mgCO
.de fotorespiragao correspondeu a 37% da fotossintese apa

rente.-
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Resumo

0 estudo da incorporagao de CO2 em folhas intactas

de cafeeiros em cultivares de C,arabica e C.canephora

foi realizado pelo emprego de um fluxo de gas, em siste-

14 .~
ma -aberto, contendo CO2 e em condigoes controladas, A

avaliagao da taxa de fotossintese aparente foi feita por
digestao total da area incorporada (via seca) e a detec
14 N

gao da atividade do Co, fixado foi medida em um cinti

lador 1iquido. Uma mistura adequada de cintilagao conten
do NaOH como base absorvente, e apresentada., O efeito
da pressao parcial do oxigénio sobre a taxa de fotossin-
tese aparente e estimativas do ponto de compensacao de

Co, e da fotorespiracao sao tambem discutidos.

Os dados obtidos indicam difereﬁgas na taxa de fo
tossintese aparente entre os cult#vares de C.arabica /
6,14 mgCOz.dm-2
(3,96-mgCO2

a mais baixa taxa de fotossintese -aparente e foram obti-

qh-l) e o cultivar Guarini de C.canephora

-2 . -1 . .
.dm “,h "), Este cultivar Guarini apresentou

das indicagoes de que apresenta fotorespiragao mais in-

_tensa do que o Catuai (C.arabica). Os valores das taxas

de fotossintese aparente fornecidos pelo presente método
foram semelhantes aqueles obtidos por outros autores
utilizando o IRGA e permite o seu emprego na avaliagao

de taxas fotossinteticas em condigoes de campo.
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Summary
A study was made of the incorporation of 002 in
intact leaves of coffee (var. C.arabica and C.canephora)
. s s 14
using an open stream of gas containing CO2 under con-

trolled conditions.

An estimate of the net photosynthetic rate was
made after dry combustion of the incorporating area and
subsequent counting of the co, fixed in a liquid secint-
iliation counter. A suitable scintiilation cocktail,
containing NaOH as the absorbent base, is presented. The
effect of the partial pressure of oxygen on the net
photosynthetic rate and estimates of the COQ'compénsation

point and of photorespiration are also discussed,

The data obtained show differences " in the net
photosynthetic rate between the varieties C.arabica (6,14
mgcoz,dm'2 2 17y, The

variety Guarini (C.canephora) géve the lowest net photo-

.h_l) and C.canephora (3,96 mgCOz.dm_

synthetic rate and there were indications that this
~variety has a more intense photorespiratory rate than

Catuai (C.arabica). The values for the net photosyn-

thetic rate given by the present method were similar to
those obtained by others using the IRGA method, and show
its usefulness for the evaluation of photosynthetic

rates in the field,



