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MACHADO, Daniela Favero Sdo Pedro. A resposta da fotossintese a baixa
temperatura noturna em laranjeira ‘Valéncia’ é dependente do porta-enxerto.
2009. 58f. Dissertacdo (Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical) - Pos-
Graduacgdo - IAC.

RESUMO

As laranjeiras apresentam folhas verdes em todas as estacdes, mantendo ativa sua
capacidade de fotossintetizar durante todo o ano e é submetida a variagdo acentuada dos
fatores ambientais. A ocorréncia de baixa temperatura do ar durante o periodo noturno
seguido de dia claro e quente ocorre freqientemente no Estado de Sao Paulo,
principalmente durante o inverno. Esta condi¢do causa reducdo na assimilacdo de CO,
em algumas espécies cultivadas, como a mangueira e o cafeeiro, afetando a
produtividade. Este estudo tem como hipoteses que em laranjeiras: 1) a ocorréncia de
baixa temperatura noturna afeta a fotossintese e b) diferentes porta-enxertos conferem
diferentes respostas da fotossintese a ocorréncia de frio noturno. O objetivo foi analisar
estas hipoteses avaliando o efeito da baixa temperatura noturna sobre 0S processos
difusivos, bioquimicos e fotoquimicos da fotossintese em laranjeira “Valéncia’ sobre
dois porta-enxertos: limoeiro ‘Cravo’ e citrumeleiro ‘Swingle’. Foram realizadas
medidas do curso diario da fotossintese em ambiente natural, em laranjeiras com seis
meses, cultivadas em sacolas plasticas com capacidade para 5 L de substrato e
submetidas a dois regimes de temperatura noturna somente na parte aérea: 20 °C e 8 °C.
Em cémara de crescimento também foram feitas curvas de resposta da assimilacdo de
CO, em funcdo da variacdo da luz e da concentracdo de CO, no ar, em laranjeiras com
seis meses submetidas a dois regimes de temperatura noturna na parte aérea somente: 25
°C/ 20 °C - dia/noite (controle) e 25 °C/ 8 °C - dia/noite (baixa temperatura noturna)
durante trés dias consecutivos, seguido de um periodo de recuperacao de dois dias no
regime 25/ 20 °C em todas as plantas. Foram realizadas medidas de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila a, quantificacdo de acUcares sollveis, sacarose e amido em
folhas totalmente expandidas. Durante o tratamento de baixa temperatura noturna a
assimilacdo de CO, (4), a condutancia estomatica (g;), condutancia interna (g;) e a
transpiracdo (E) da laranjeira sobre ‘Cravo’ decresceram mais que sobre ‘Swingle’, tanto
em campo quanto em cadmara de crescimento. Sob baixa temperatura houve ainda reducéo
da concentracdo de CO, no cloroplasto (C.), do transporte méaximo de elétrons (J,...) € da

eficiéncia maxima de carboxilacdo da Rubisco (V....) € aumento da concentracdo de
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amido em “‘Cravo’. No retorno da temperatura noturna a 20 °C, no experimento em camara
de crescimento, A4, g, gi, E, Ce, Vemax € Jnax em ‘Cravo’ ndo se recuperaram, ja o amido
retornou aos valores do controle. A laranjeira sobre ‘Cravo’ sofreu fotoinibi¢do
caracterizada pela queda da eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il (F,/F,,) € queda
na eficiéncia operacional do fotossistema Il (F,”/F,’) durante o tratamento com frio,
enquanto que em Swingle isto ndo ocorreu. Em laranjeira sobre ‘Swingle’ no retorno da
temperatura noturna a 20 °C todas variaveis medidas recuperaram-se ao nivel do controle,
exceto V.., que permaneceu abaixo do controle. O porta-enxerto ‘Swingle’ confere uma
tolerancia relativamente maior da fotossintese ao frio noturno em laranjeira ‘Valéncia’ em

relacdo ao porta-enxerto ‘Cravo’.

Palavras-Chave: Citrus sinensis L., Citrus limonia L., Citrus paradisi x Poncirus

trifoliata, porta-enxertos, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila
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MACHADO, Daniela Favero Sdo Pedro. The photosynthesis response in low night
temperature in ‘Valéncia’ orange trees are rootstock dependents. 2009. 58f.
Dissertacdo (Mestrado em Agricultura Tropical e Subtropical) - P6s-Graduacéo - 1AC.

ABSTRACT

Orange trees have green leaves in all seasons, maintaining its ability to photosynthesis
active throughout the year and is subjected to marked variation in environmental
factors. The occurrence of low air temperature during the night followed by hot and
clear day is frequently in the State of Sdo Paulo, mainly during the winter. This
condition causes the reduction of CO, assimilation in some crops such as mango and
coffee, affecting productivity. This study has as hypothesis that in orange trees: 1) the
occurrence of low night temperature affects photosynthesis and b) different rootstocks,
give different photosynthesis responses to cold night occurrence. The objective was to
examine these hypotheses by evaluating the effect of low night temperature on the
diffusive, biochemical and photochemical processes of photosynthesis in “Valencia’
orange tree on two rootstocks: ‘Cravo’ and ‘Swingle’. We measured the daily course of
photosynthesis in natural environment, in orange trees with six months under two
regimes of night temperature in shoots only: 20 °C and 8 °C. We also made the response
curves of CO; assimilation as a function of light variation and CO, concentration in air
in the growth chamber, in orange trees with six months, grown in plastic bags with 5 L
substrate capacity and under two schemes of night temperature in the shoot only: 25 °C/
20 °C - day / night (control) and 25 °C/ 8 °C - day/ night (low night temperature) for
three consecutive days, followed by a recovery period of two days in the 25 °C/ 20 °C
in all plants. We measured gas exchange and fluorescence of chlorophyll a, soluble
sugars, sucrose and starch in fully expanded leaves. During the low night temperature
the CO, assimilation (4), stomatal conductance (g,), internal conductance (g;) and
transpiration (E) in “Valencia’ on ‘Cravo’ decreased more than on *Swingle’, both in the
field and in the growth chamber. Under low temperature, there was also a reduction in
the CO; concentration inside the chloroplast (C.), the maximum electron transport (J,..x)
and the maximum carboxylation efficiency of Rubisco (V¢max) and an increase in the
starch concentration on *Cravo’. Returning the night temperature to 20 °C in the growth
chamber experiment, there was not a recovery of A4, g, gi, E, Cc, Vemar @A Jypgy N

‘Cravo’, however starch returned to control values. The orange tree on ‘Cravo’ suffered
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photoinhibition characterized by the decrease of the maximum quantum efficiency of
photosystem Il F,/F,, and decrease in photosystem Il operating efficiency (F,”F,.’)
during the cold treatment, but did not occur on ‘Swingle’. In orange trees on ‘Swingle’
after returning the night temperature to 20 °C, all measured variables recovered to the
control values, except V. ..., that remained lower than the control value. The rootstock
‘Swingle’ gives a relative higher photosynthesis tolerance to low night temperature to

‘Valencia’ orange trees than rootstock ‘Cravo’.

Key Words: Citrus sinensis L., Citrus limonia L., Citrus paradisi X Poncirus trifoliata,
rootstocks, gas exchange, chlorophyll fluorescence
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o principal produtor mundial de laranja sendo o Estado de S&o Paulo
responsavel por 80% da producdo nacional. Devido em grande parte a producdo
paulista, 0 pais ocupa posicdo de destaque internacional no mercado de citros, sendo
responsavel por aproximadamente 37% da producdo de laranjas frescas (1° colocado),
51% da producédo e 83% da exportacdo de suco concentrado de laranja (1° colocado) no
mundo (FNP CONSULTORIA & COMERCIO, 2005).

Apesar da importancia da citricultura, a produtividade média dos pomares é
baixa. Porém, a crescente competitividade pelo mercado de suco citrico concentrado e
por frutos com qualidade para consumo in natura requer melhorias na eficiéncia global
do processo da producao.

A produtividade resulta de uma complexa cadeia de eventos relacionados aos
efeitos das condicdes climaticas sobre a producéo fotossintética, o crescimento da copa,
a inducdo e a intensidade de florescimento, a fixacdo dos frutos e a massa e nimero
final de frutos maduros colhidos, além da eficiéncia do uso de &gua e de nutrientes
(GOLDSCHMIDT, 1999; PRADO, 2006; PRADO et al., 2007). Os conhecimentos
basicos das interacbes dos processos fisiologicos, bioquimicos e moleculares e os
efeitos dos fatores ambientais sobre eles possibilitam-nos adotar técnicas de manejo da
cultura de forma mais adequada visando a maior eficiéncia produtiva.

As laranjeiras apresentam folhas verdes em todas as estagdes, mantendo ativa
sua capacidade de fotossintetizar durante todo o ano. No entanto, a planta em
desenvolvimento é submetida a grande variacdo estacional na disponibilidade de agua,
de radiacdo solar, de temperatura do ar e do solo tendo assim desenvolvido mecanismos
para adaptar-se a estas variagdes (GOLDSCHMIDT, 1999; MACHADO et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2006; RIBEIRO & MACHADO, 2007; RIBEIRO et al., 2009a, b). No
decorrer de um ano, tais variacbes no ambiente acarretam variacdes nas respostas dos
diversos processos fisioldgicos incluindo a eficiéncia fotossintética (MACHADO et al.,
2002; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO & MACHADO, 2007).

Sob condi¢des de campo, a produtividade depende da capacidade das plantas se
adaptarem as mudancas ambientais e a estresses, por meio de mecanismos que conferem
tolerancia. A instalagéo de novos pomares a propagacgéo de laranjeiras ocorre com 0 uso
de porta-enxertos de diversas espécies citricas. Porta-enxertos diferentes conferem



diferentes adaptacdes e respostas as variaces das condi¢cdes ambientais e resisténcia a
pragas e moléstias (POMPEU Jr., 2005).

Tem-se observado que a assimilagio de CO, durante o inverno é
significativamente menor que na primavera e verdo (MACHADO et al.,, 2002;
MEDINA et al., 1999; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO & MACHADO, 2007; RIBEIRO et
al., 2009a, b). A reducdo da fotossintese durante o inverno pode ser induzida por noites
frias, quando as condic¢des durante o dia ndo sao limitantes (MACHADO et al., 2002;
RIBEIRO et al., 2009a, b), como ja se verificou em citros e outras espécies perenes
(ALLEN & ORT, 2001; ALLEN et al., 2000; RIBEIRO et al., 2009a, b). Baixas
temperaturas do solo causam efeitos sobre a fotossintese e relagbes hidricas
(MAGALHAES FILHO, 2009).

Neste estudo examinaremos as hipéteses: 1) que a ocorréncia de baixa
temperatura noturna afeta a fotossintese e 2) diferentes porta-enxertos conferem
diferentes respostas da fotossintese a ocorréncia de frio noturno. Assim teve-se como
objetivos analisar o efeito da baixa temperatura noturna na parte aérea da planta, sobre
os processos difusivos, bioquimicos e fotoquimicos da fotossintese em laranjeira

“Valéncia’ sobre dois tipos de porta-exertos, limoeiro ‘Cravo’ e citrumeleiro ‘Swingle’.

2 REVISAO DE LITERATURA

Os citros sdo propagados preferencialmente sobre porta-enxertos. Diferentes
porta-enxertos podem afetar a resposta da fotossintese ao ambiente (MEDINA &
MACHADO, 1999; POMPEU Jr., 2005). A adaptacdo das laranjeiras ao frio pode ser
influenciada pelo uso de porta-enxertos. Esses porta-enxertos induzem a copa alteracfes
no crescimento, tamanho, producdo, precocidade de producdo, teores de agucares,
componentes do suco, permanéncia de frutos na planta, sintese e utilizacdo de
nutrientes, transpiracdo, tolerancia a salinidade, a seca, ao frio, a doencas e pragas.
Plantas sobre citrumeleiro ‘Swingle’, tangerineira ‘Cledpatra’ e trifoliata sdo mais
tolerantes ao frio que as enxertadas em limoeiro ‘Cravo’, ‘Volkameriano’ e ‘Milan’
(POMPEU Jr., 2005).

As fases fenologicas das laranjeiras estdo condicionadas a variacdo climatica
(TUBELIS, 1995). No planalto paulista a partir de abril até agosto as precipitacdes e a

temperatura do ar reduzem e, consequentemente, a atividade de crescimento é pouco



intensa. ApOs agosto-setembro, com 0 aumento da temperatura e ocorréncia de
precipitacdes acima de 20 mm iniciam-se as brotacdes e floracdo (TUBELIS, 1995). A
partir de outubro, com temperaturas mais elevadas tem inicio a estacdo chuvosa que se
estende até marco. Neste periodo a planta frutifica, os ramos e os frutos crescem
vigorosamente.

Em laranjeiras, ocorrem dois fluxos principais de crescimento da parte aérea.
Nos ramos de primavera e de verdo ocorrem o florescimento e frutificacdo. No fluxo de
primavera h& crescimento de ramos, inflorescéncia com folhas e inflorescéncia sem
folhas (PRADO, 2006; PRADO et al., 2007). No fluxo de verdo, se houver uma carga
grande de frutos, o crescimento vegetativo € pequeno ou mesmo ausente, sugerindo
prioridade do crescimento dos frutos. A presenca de frutos afeta o florescimento, devido
ao efeito aditivo da competicdo por fotoassimilados e o efeito inibitério dos frutos ao
florescimento (GARCIA-LUIZ et al., 1995; GOLDSCHMIDT, 1999; PRADO, 2006;
PRADO et al., 2007). O crescimento das raizes, por outro lado, ocorre nos periodos
intercalares a parte aérea (BEVINGTON & CASTLE, 1985).

A fotossintese é o principal mecanismo que transforma a energia solar em
energia quimica utilizavel (47P, adenosina tri-fosfato) e em potencial redox (NADPH,
nicotinamida adenina dinucleotideo de piridina fosfato reduzida), nas membranas dos
tilacoides no cloroplasto. No estroma dos cloroplastos, ATP e NADPH séo utilizados na
reducdo do CO, a triose-P. Em citros a sacarose é a principal forma de transporte de
carboidrato das folhas para os demais 6rgéos. O amido é uma reserva estavel e insoltvel
de carboidratos presente nas plantas. Tanto a sacarose como o0 amido sao sintetizados na
folha a partir de triose-P geradas no Ciclo de Calvin (BECK & ZIGLER, 1989), quando
a demanda de carboidratos pelos drenos é alta a triose-P é destinada preferencialmente
para a sintese de sacarose. Por outro lado, baixa demanda de carboidratos favorece a
utilizacdo de triose-P na sintese de amido. A baixa demanda por carboidrato pelos
drenos pode causar acimulo de amido no cloroplasto tendo um efeito inibidor sobre a
fotossintese (IGLESIAS et al., 2003). O acumulo de reservas na folha pode causar um
decréscimo na atividade da fotossintese. Por outro lado, alta demanda de carboidratos,
como na época de enchimento de frutos e brotacfes intensas, estimula a atividade
fotossintética (GOLDSCHIMIDT & KOCH, 1996; IGLESIAS et al., 2003; RIBEIRO &
MACHADO, 2007).

Durante a fotossintese ha a tendéncia de maximizar a utilizacdo da energia

luminosa disponivel para otimizar o uso de carbono e de nitrogénio e minimizar 0s



possiveis danos quando ha excesso de absorcdo de energia (OQUIST & HUNER,
2003). Isto envolve mecanismos de regulacdo da fotossintese no sentido de manter o
balanco de energia entre a luz absorvida pelas reacfes priméarias da fotossintese nos
fotossistemas | (FSI) e Il (FSII), a sintese de ATP e NADPH e sua utilizacdo no
metabolismo e crescimento. Este balanco de energia entre os processos biofisicos e
bioquimicos pode ser perturbado, por exemplo, se ocorrer abaixamento de temperatura e
queda na atividade das enzimas do ciclo de Calvin. No entanto, as plantas apresentam
mecanismos que tendem a manter a fotoestase, minorando os efeitos deletérios mesmo
sob excesso de energia (ERISMANN et al., 2006; OQUIST & HUNER, 2003).

Em qualquer fase do desenvolvimento, quando a demanda por carboidratos for
menor que a producdo de fotoasssimilados o excesso é armazenado em folhas, ramos e
raizes, e quando a demanda for maior as reservas podem ser remobilizadas para 6rgaos
em crescimento (GOLDSCHMIDT, 1999). Ha uma relacdo entre a producdo
fotossintética, o acumulo de reservas e a remobilizacdo das reservas durante o decorrer
de um ano (GOLDSCHMIDT & GOLOMB, 1982; RIBEIRO, 2006). Obviamente a
queda da fotossintese em qualquer fase do desenvolvimento implica em prejuizo nos
processos de crescimento da planta.

A fotossintese maxima em laranjeiras nas condi¢cdes do Estado de Sdo Paulo
ocorre nas estacdes quentes e Umidas (verdo e primavera), decaindo progressivamente
até alcancar valores minimos nos meses de inverno, frio e seco (MACHADO et al.,
2002; MEDINA, 2002; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO et al., 2009a, b). A producéo
fotossintética diaria, em um dia claro de verao/primavera, varia entre 1,8 e 2,5 vezes
maior que no inverno e entre 1,3 a 1,5 vezes maior que no outono, dependendo da
regido do Estado de S&o Paulo (MACHADO et al., 2001; 2002; MEDINA, 2002;
RIBEIRO, 2006; RIBEIRO & MACHADO, 2007). Estes valores foram observados em
plantas sob irrigacdo, estando eles relacionados as variagfes na temperatura e no déficit
de pressdo de vapor de ar, ao comprimento do dia e a fase de desenvolvimento da planta
(MACHADO et al., 2001; 2002; 2005; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO & MACHADO,
2007). Em plantas ndo irrigadas e sujeitas ao estresse hidrico estas diferencas tornam-se
ainda maiores e mais importantes (MACHADO et al., 2001; MEDINA, 2002;
RIBEIRO, 2006).

Neste trabalho temos interesse especial sobre o efeito causado pelo abaixamento
da temperatura durante o inverno no processo fotossintético. No inverno ocorre

abaixamento da temperatura tanto durante o dia como a noite. Os efeitos do frio na



presenca de luz e no escuro acarretam respostas diferentes em alguns aspectos. Esse
resfriamento pode atingir determinados processos, tais como, a fotofosforilagdo nas
membranas dos tilac6ides, o ciclo de reducdo do carbono no estroma, 0 uso de
carboidratos e o suprimento de CO, do cloroplasto através do estbmato (ALLEN &
ORT, 2001). No inverno no Estado de S&o Paulo, principalmente na regido Norte e
Noroeste, onde se concentra a maior parte da citricultura, é freqiiente a ocorréncia de
dias com temperaturas relativamente altas e noites frias durante o inverno. O estudo do
efeito do abaixamento da temperatura a noite é importante, havendo ddvidas sobre os
mecanismos envolvidos no controle da fotossintese em laranjeiras nesta situagéo.

Nos meses de inverno, em plantas sob irrigagdo, a menor taxa de fotossintese
pode estar relacionada tanto com a menor demanda por fotoassimilados, devido a menor
taxa de crescimento, como com a diminuicdo da temperatura do ar que ocorre
principalmente durante a noite, da temperatura no solo e do comprimento do dia
(MACHADO et al., 2001; 2002; 2005; RIBEIRO & MACHADO, 2007; RIBEIRO et
al., 2009a, b).

BEVINGTON & CASTLE (1985) observaram que a variagédo do crescimento
anual da parte aérea e das raizes de laranjeiras esta relacionada com a variacdo da
temperatura do ar e do solo. A menor taxa de fotossintese no inverno pode estar
relacionada com a menor capacidade de regeneracao da ribulose-1,5- bisfosfato (RuBP),
com a baixa eficiéncia de carboxilacdo, com processos fotoquimicos e processos
difusivos (ALLEN & ORT, 2001; RIBEIRO & MACHADO, 2007; RIBEIRO et al.,
2009a, b) .

Em uma escala temporal maior, i.e. sazonal, a atividade fotossintética dos citros
pode ser regulada pelo metabolismo da planta, que por sua vez é influenciado pelo
ambiente. Durante o inverno, o crescimento das laranjeiras diminui acentuadamente
devido as baixas temperaturas (KHAIRI & HALL, 1976; REUTHER, 1973),
evidenciando o papel regulatério da temperatura do ar em relacdo ao crescimento.
Porém, ha atividade fotossintética durante o inverno, mesmo que reduzida, frente a
baixa demanda pode favorecer o acimulo de reservas (fotoassimilados) e assim causar a
inibicio da taxa de assimilacdo de CO, (AZCON-BIETO, 1983; IGLESIAS et al.,
2002). De fato, ha um acimulo de carboidratos nas folhas no periodo de inverno
(PRADO, 2006; PRADO et al., 2007; RIBEIRO, 2006). Porém, em citros, observou-se
que a taxa de assimilacdo de CO, esta mais relacionada a dindmica diaria de producdo e

de consumo de carboidratos na folha e ndo propriamente ao maior teor de reservas



(RIBEIRO et al., 2005; RIBEIRO & MACHADO, 2007). No verdo tanto a producao
como o consumo e o teor de carboidratos, nas folhas, sdo bem mais elevados que no
inverno. Assim, h& pontos ainda conflitantes que necessitam serem esclarecidos na
relacdo fonte-dreno em laranjeiras.

Sob baixa temperatura hd decréscimo da condutdncia estomatica em citros
(MACHADO et al. 2002; 2005; MEDINA, 2002; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO et al.,
2009a). Tal queda na condutancia pode estar relacionada a dois aspectos: primeiro
devido a queda na atividade fotossintética, com consequente aumento da concentragao
intercelular de CO; (Ci), causando fechamento parcial dos estdmatos. Alternativamente,
0 estdbmato em si poderia ser o alvo inicial do resfriamento e seu fechamento causar
reducdo em Ci, acarretando a queda na fotossintese (ALLEN et al., 2000; ALLEN &
ORT, 2001).

A condutividade hidraulica pode mudar mais ou menos rapidamente e
reversivelmente, para se adaptar as mudancas ambientais e ao estresse. Em particular, a
condutividade do ramo pode reagir ao estresse por um processo “rapido” — formacao de
embolismo que interrompe a coluna de agua e reduz a condutividade (TYREE &
SPERRY, 1989) e por um processo “lento” — modificagdes do crescimento radial dos
vasos e, como consequencia, do tamanho dos vasos (LOVISOLO & SCHUBERT,
1998). Durante o inverno eventos de resfriar e aquecer pode induzir embolismo nos
vasos do xilema e redugdo da condutividade hidraulica em plantas lenhosas de
ambientes temperados (COCHARD & TYREE 1990, SPERRY & SULLIVAN 1992).
Tem-se observado que a embolia induzida pelo congelamento pode limitar o
crescimento, sobrevivéncia e distribuicdo geogréfica das plantas (LANGAN et al.,
1997; POCKMAN & SPERRY, 1997; SPERRY & SULLIVAN, 1992).

Outro fator que poderia estar relacionado a queda da fotossintese no inverno € a
menor temperatura do solo (sistema radicular) no inverno em relacdo ao verdo e
primavera (LYR, 1996; MAGALHAES FILHO, 2009; RIBEIRO et al., 2009a, b). E
comum observar no inverno dias com temperatura do ar relativamente alta durante o
dia, porém devido ao abaixamento da temperatura noturna a temperatura do solo
permanece baixa. Assim, situacdo de temperatura do ar alta e do solo baixa nédo €
incomum durante o inverno. A baixa temperatura do solo pode afetar a fotossintese de
varias formas. Sob alta radiacdo pode ocorrer fotoinibicdo (DELUCIA et al., 1991),
possivelmente devido a queda da absorcdo de agua e favorecimento ao fechamento

parcial dos estdmatos, a semelhanca do que ocorre sob déficit hidrico. DAY et al.



(1991) observaram em Pinus que sob temperatura baixa no sistema radicular ha
fechamento parcial dos estdbmatos causando queda da fotossintese. Ja outros autores,
observaram também em Pinus, que sob baixa temperatura a queda da fotossintese estava
relacionada em parte a fatores estométicos e em parte a fatores bioquimicos (STRAND
et al., 2002). Em plantas com o sistema radicular sob baixa temperatura, ha queda na
condutancia estomatica, possivelmente relacionada com o decréscimo na atividade das
raizes (DAY et al., 1991; STRAND et al., 2002).

E comum também, observar-se no Estado de S&o Paulo, durante o inverno,
temperaturas noturnas baixas e durante o dia aumento da temperatura até valores
relativamente altos (RIBEIRO, 2006). Observaram-se (ALLEN et al., 2000; FLEXAS et
al., 1999; RIBEIRO et al., 20093, b), em condi¢bes de temperaturas noturnas baixas,
gueda acentuada da fotossintese em mangueira, videira e citros. Nestes casos a queda de
fotossintese parece estar relacionada tanto a fatores difusivos quanto metabdlicos.
RIBEIRO et al., (2009a, b), comparando a fotossintese no inverno e verdo em laranjeira
‘Valéncia’, em Piracicaba, SP concluiram que a queda da fotossintese no inverno estaria
relacionada com a queda da temperatura noturna do ar e do solo, uma vez que a
variacdo da temperatura diaria ndo era limitante a fotossintese. Este experimento foi
conduzido em plantas em vasos, de forma que as temperaturas do solo e do ar ficam
aproximadamente iguais seguindo o padrdo diario de variacdo da temperatura do ar.
Desta forma, possivelmente os resultados observados por RIBEIRO et al. (2009a, b)
representam o somatdrio dos efeitos do frio noturno na parte aérea mais a do substrato,
ndo sendo possivel, neste caso, isola-los. No entanto, sob condi¢bes de campo, a
variacdo diaria e sazonal da temperatura do solo e do ar seguem padrbes diferentes
(PEREIRA et al., 2002; RIBEIRO, 2006), ou seja, podem-se observar temperaturas
noturnas do ar e do solo diferentes. Assim é importante que se separe os efeitos da baixa
temperatura noturna sobre a parte aérea e radicular da planta (ALLEN et al., 2000;
ALLEN & ORT, 2001).

Outro aspecto importante relacionado com a queda da fotossintese no inverno
pode estar relacionado com a frutificagdo em laranjeiras. Durante o inverno, em
laranjeira, apesar da queda na assimilacdo de CO,, ha acumulo de reservas nas folhas
(PRADO et al., 2007; RIBEIRO, 2006). Neste mesmo periodo ha inducdo do
florescimento, em funcéo do déficit hidrico e/ou frio. O florescimento ocorre ao redor
de setembro com o inicio das chuvas e aumento da temperatura. As laranjeiras

florescem em abundancia, mas o numero de frutos finalmente colhidos, em geral,
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representa menos que 2% das flores formadas (MONSELISE, 1986; PRADO et al.,
2007). A massiva abscisdo de flores e de frutos € interpretada como um mecanismo de
ajuste do nimero de frutos a capacidade de suprimento de carboidratos pela planta
(GOLDSCHMIDT & KOCH, 1996). No hemisfério sul, a abscisdo dos frutos ocorre
entre outubro e dezembro. Varios fatores estdo envolvidos neste processo de abscisao,
dentre eles destaca-se a disponibilidade de fotoassimilados e/ou de reservas
(MACHADO et al.,, 2002; PRADO, 2006; PRADO et al., 2007; SYVERTSEN &
LLOYD, 1994).

Variando-se artificialmente o suprimento de carboidratos na planta IGLESIAS et
al. (2003) demonstraram que eles podem ser um dos fatores limitantes a fixacdo de
frutos. Em Séo Paulo, verificou-se que a fixacdo de frutos também pode ser limitada
pela disponibilidade de carboidratos (PRADO, 2006; PRADO et al., 2007). As reservas
de carboidratos das folhas durante o periodo de queda fisioldgica dos frutos decaem
acentuadamente, evidenciando que este substrato foi utilizado neste processo. No
entanto, as reservas disponiveis somadas a fotossintese corrente nao sdo suficientes para
sustentar o grande namero de frutos, mas as plantas com maiores teores de reservas
apresentam maior percentagem de fixagdo de frutos (PRADO, 2006; PRADO et al.,
2007). E possivel, desta forma que condicBes que favorecam uma maior fotossintese no
inverno possam favorecer uma maior fixacdo de frutos.

Parece assim que a queda na assimilagédo de CO; no inverno pode ser devida
tanto a fatores relacionados ao estbmato, como a fatores bioquimicos e fotoquimicos, ou
ainda devido a queda da demanda por fotoassimilados no periodo de inverno
(MACHADO et al.,, 2002). A baixa demanda de fotoassimilados devida a baixa
temperatura pode afetar o consumo de carboidratos e causar aumento do teor de
carboidratos solaveis, tendo assim um efeito retro inibidor sobre a fotossintese
(IGLESIAS et al., 2002; SOUZA et al., 2004). Porém, ha poucos estudos investigando
mais detalhadamente os efeitos da baixa temperatura em laranjeiras. Desta forma
estudos que envolvam as relacbes entre fotossintese e baixa temperatura assumem

relevancia.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Foram utilizadas laranjeiras ‘Valéncia’ (Citrus sinensis L.) sobre duas espécies de
porta-enxertos: limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia L.) [‘Valéncia’ sobre ‘Cravo’] e
citrumeleiro Swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) [*Valéncia’ sobre ‘Swingle’]
com seis meses de idade plantados em sacos plasticos pretos com perfuracGes e capacidade
para 5L de substrato. As plantas foram obtidas pelo sistema de formacdo de mudas
certificadas e permaneceram em casa de vegetacdo recebendo irrigacdo diariamente.
Aplicou-se duas vezes por semana 400 mL de solucdo nutritiva diluida (10 mL de solucdo
estoque por litro de agua). A solucéo estoque era composta por: 80 g/ L de Ca(NOs),, 33,2
g/ L Mg(NQg),, 0,18 g/ L de MnSOy, 0,106 g/ L de ZnSOy, 1,54 g/ L de Fe EDTA, 5,58
mL/ L de Cu EDTA (liquido), 36 g/ L de KNOs; 8g/ L de NH4H,PO, (fosfato
monoamonio), 12 g/ L de K,SO,4, 1 mL/ L de solucdo de NaMoO;.

Foram conduzidos dois experimentos: um em condi¢Ges naturais e outro em

camara de crescimento.

3.2 Experimentos
3.2.1 Experimento |

Neste experimento mediu-se o curso diario da fotossintese (trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila @) sob condi¢Bes naturais no dia 05/02/08. Na noite anterior as
medidas as laranjeiras “Valéncia’ sobre ‘Cravo’ e sobre ‘Swingle’ foram submetidas a
dois tratamentos de temperatura na parte aérea somente durante 12 horas: a) temperatura
noturna de 8 °C e b) temperatura noturna de 20 °C. A temperatura das raizes, em ambos
os tratamentos, foram mantidas a temperatura de 20 °C. Na manha seguinte (7:00 h) as
plantas foram transferidas para condi¢des naturais e as medidas de fotossintese foram
feitas em folhas totalmente expandidas, de aproximadamente 2 meses, em intervalos de
1,5 horas no periodo compreendido entre 8:00 e 16:00 h. A partir das dinamicas diurnas

de assimilacéo de CO,, foram calculados os valores diarios integrados (4;, mmol m?d™).

3.2.2 Experimento |1



As plantas (laranjeiras ‘Valéncia’ sobre ‘Cravo’ e ‘Valéncia’ sobre ‘Swingle’)
foram transferidas da casa de vegetacdo para a cdmara de crescimento (PGR14, Conviron,
Canadd) onde permaneceram durante todo o experimento, nas condi¢Bes descritas a seguir.
No primeiro dia (controle) as condi¢cdes ambientais na cAmara de crescimento foram (dia/
noite): fotoperiodo 12h/ 12h, temperatura do ar 251/ 20£1 °C, umidade relativa de 65 %,
densidade de fluxo de fétons fotossinteticamente ativos (DFFFA) de 800 pmol m? s (12
h). Em todos os dias seguintes do experimento as condi¢des do ambiente no periodo de luz
foram iguais, variando somente a temperatura noturna da seguinte forma: na segunda noite
a temperatura noturna foi abaixada de 20 °C para 8 °C e mantida por 11 h seguidas,
quando ainda no escuro foi elevada para 25+1 °C, permanecendo assim por uma hora no
escuro, mantendo as outras variaveis ambientais inalteradas. O reaquecimento antes de
ligar as lampadas foi para evitar o efeito da luz (fotooxidacdo) quando as plantas ainda
estdo a baixa temperatura (ALLEN et al., 2000). Esta condicdo de baixa temperatura
noturna foi mantida por trés noites consecutivas, ou seja, da 22 até a 42 noite (tratamento
frio noturno). Em seguida, na 5% e 62 noites a temperatura noturna foi reajustada para 20
°C (recuperacdo). Ou seja, o ciclo experimental dentro da camara de crescimento teve a

duracéo de 6,5 dias consecutivos (Figura 1).

Aclimatacdo das plantas

30
Controle Frio Recuperacéo
N A

25 1

(1) Curva 4
X Luze AX
C;com
IRGA LI-
6400

N
o
|

[y
)]
|

Temperatura (°C)
=
1

lo 20 30 40 50 60
Dias de tratamento

Figura 1- Representacdo esquematica do ciclo de tratamentos e das variaveis medidas
durante o decorrer do experimento em camara de crescimento. Controle, temperatura
noturna de 20 °C (11 h); frio, temperatura noturna de 8 °C (11 h) e recuperacao,
temperatura noturna de 20 °C (11 h). Em todos os tratamentos, uma hora antes de ligar
as lampadas, a temperatura noturna foi elevada para 25°C.
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Em todo o periodo experimental, independente da temperatura do ar, o sistema
radicular das plantas, protegido por sacos plasticos, ficou imerso dentro de um recipiente

repleto de &gua para manter a temperatura das raizes e do substrato a 20 °C (Figura 2).

Termdmetro _ Quantdmetro

digital de
méaxima e
minima

Caixa de isopor
para manter o
substrato e
sistema radicular

a 20°C.

Figura 2- Fotografia ilustrando o experimento com laranjeira “Valéncia’ sobre limoeiro

‘Cravo’ ou sobre citrumeleiro ‘Swingle’ em cAmara de crescimento

Esta providéncia foi necesséria para garantir que somente a parte aérea da planta
fosse submetida ao tratamento de baixa temperatura, como ocorre no campo (ALLEN et
al., 2000; ALLEN & ORT, 2001). Baixas temperaturas do solo causam efeitos sobre a
fotossintese e relagdes hidricas (MAGALHAES FILHO, 2009) e nosso interesse nesta
pesquisa, foi avaliar somente o efeito da temperatura do ar na parte aérea.

Nos dias seguintes a 12 noite de experimento (temperatura noturna 20 °C), a 22 e
42 noites (temperatura a 8 °C) e a 6% noite (temperatura noturna de 20 °C), foram

realizadas em folhas totalmente expandidas (aproximadamente 2 meses de idade)
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medidas de curvas de resposta da assimilacdo de CO; e da fluorescéncia da clorofila a
em funcdo da variagdo da concentracéo interna de CO; (4 x C;) e da variacdo de
DFFFA (A x Luz). Também em folhas equivalentes mediu-se o potencial de agua na

folha, a condutividade hidraulica e os teores de carboidratos.

3.3 Variaveis Medidas e Calculadas
3.3.1 Trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As medidas de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila « foram feitas
simultaneamente por meio de um analisador de fotossintese integrado com camara de
fluorescéncia e analisador de CO, por radiacdo infravermelha e fonte de luz (Li6400
acoplado com camara de fluorescéncia 6400-40, da Licor, Inc. Lincoln - USA). Para as
medidas que foram feitas em funcdo da variacdo dos elementos naturais durante o dia
(Experimento 1), a DFFFA no inicio de cada medida especifica foi fixada e utilizada
para as demais réplicas de medidas equivalentes ao mesmo horario. As variaveis
medidas em relacdo ao ambiente foram: temperatura do ar (7,) e da folha (7)) e
diferenga de presséo de vapor entre folha e ar (DPVj,me-or). EM relagéo as trocas gasosas
mediu-se: assimilagdo de CO, (4, umol m? s), condutancia estomética (g;, mol m?s™)
e transpiracdo (£, mmol m? s™). As variaveis em relacdo a fluorescéncia da clorofila a
foram: fluorescéncia minima (F,) e maxima (F,,), medidas ap0s adaptacdo no escuro e
fluorescéncia no estado de equilibrio dindmico (F’) e maxima (F,’) medidas apos
adaptacdo a luz (SCHREIBER et al., 1998). A fluorescéncia variavel maxima no escuro
e a luz foram calculadas, respectivamente, por £\,=F,-F, e F\,’=F,,"-F,’. O termo F,’ foi
calculado por F,’=F,-F", representando a extin¢do fotoquimica da fluorescéncia da
clorofila, causada pelos centros oxidados do FSII (BAKER et al., 2008). Estas variaveis
foram utilizadas para calcular a eficiéncia quantica maxima (F,/F,); a eficiéncia
maxima do FSII se todos centros do FSII estdo abertos (Q4 oxidada) (F, /F,); o fator
de eficiéncia do FSII (F,/F,’); a eficiéncia operacional do FSII (F,/F,’); 0 transporte
aparente de elétrons (ETR=F,"/F,,’ X DFFFA x 0,5 x 0,84) (GENTY et al., 1989) e o
coeficiente de extingdo ndo fotoquimico da fluorescéncia [NPQO=(F,-F.’)/Fy’]
(BAKER et al., 2008). Para o calculo de ETR considerou-se distribuicdo igual de
elétrons entre o FSI e FSII (0,5) e a absor¢édo de luz 0,84 (SCHREIBER et al., 1998). O
calculo do dreno alternativo de elétrons (DAE) foi feito pela seguinte relacdo
(FRACHEBOUD, 2001): DAE = (F,/F,,")]®CO,, onde @CO; representa a quantidade
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em pmol CO, assimilado ( umol de fétons absorvidos)™, sendo obtido pela equagio:
@DPCO; = (A+R)I(DFFFA X & 1eqf), ONde & ooy = 0,84, é a absorgdo foliar e R a respiracao

mitocondrial. Os valores foram calculados para DFFFA de 1300 umol m?s™.

3.3.2Curva Ax G

As curvas de 4 e de fluorescéncia da clorofila @ em fungdo da variacdo de C;
(concentracdo intercelular ou da cavidade subestomatica) foram realizadas
simultaneamente em folhas totalmente expandidas, com dois meses de idade, nas
seguintes condic¢des na cadmara de medidas: DFFFA constante e saturante de 1200 pumol
m?s* (MACHADO et al., 2005), DPV,omq de 1,4 kPa e temperatura do bloco de
medida de 25 °C. A variacdo de C; foi obtida pela variacdo da concentracdo de CO;
(C.) (50, 100, 200, 300, 400, 600, 800, 1000, 1200, 1400, 1600 pmol mol™) do ar de
entrada (referéncia) da camara de medida do IRGA LI-6400, de acordo com o
procedimento proposto por LONG & BERNACCHI (2003). A primeira medida foi feita
em 400 pmol mol™ de CO,, diminuindo-se, em seguida, para as concentracdes menores,
até atingir 50 pmol mol™, depois disso, retornou-se para 400 pmol mol™ e aumentou-se
gradativamente até atingir a concentracéo final de 1600 pmol mol™.

A analise da resposta de 4 em funcdo de C;, de acordo com o modelo de
FARQUHAR et al. (1980), permite estimar a eficiéncia maxima de carboxilacdo (V. )
e a capacidade maxima de transportar elétrons relativa & recuperacdo da RUuBP (Jux)
(FARQUAR & SHARKEY, 1982; VON CAEMMERER, 2000). Porém, tem-se
utilizado este modelo considerando que C; é igual a concentracdo de CO, no sitio
catalitico da ribulose-1,5- bisfosfato (RuBP) carboxilase/oxigenase (Rubisco) (C.), ou
seja, considerando que a condutancia interna ou do mesofilo (g;) é infinita. Sabe-se que
g: € finito, baixo, principalmente para espéecies arboreas, e da mesma ordem de grandeza
que g, (LORETO et al., 1992; EPRON et al., 1995; WARREN & ADAMS, 2006;
WARREN, 2008). O uso de C; subestima os valores de V.ux € Jua, levando a
interpretacdes errbneas, de forma que é recomendavel o uso de C. para estimar aqueles
valores.

Desta forma, a partir dos valores de C; dados pelo programa do sistema portatil
de fotossintese LI-6400, foram calculados os valores da pressdo parcial de CO, no

cloroplasto (C.) a partir da seguinte relacdo (EPRON et al., 1995):
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C. = C; (S*/S), (1)

onde S e S* representam respectivamente a especificidade e especificidade aparente da
Rubisco. Considerou-se § = 2950 mol mol™ que é um valor tipico para plantas C3,
baseado em medidas in vitro (EPRON et al., 1995; MANTER & KERRIGAN, 2004). O
valor da especificidade aparente da Rubisco in vivo (S*) para cada tratamento foi
estimado pelo coeficiente linear da regresséo linear forcada através da origem e ajustada
por meio da relacdo entre Jo/Jp e C/O, onde Jc e Jo, representam respectivamente o
fluxo de elétrons destinados para carboxilacdo e oxigenacdo da RuBP e C/O a razdo
entre a fracdo molar de CO, e O, no espaco intercelular (CORNIC & BRIANTAIS,
1991) (Figura 3).

O fluxo total de elétrons [Jr = ETR=Fq’/Fm’ X DFFFA X 0,5 X 0,84 (GENTY et
al., 1989)] pode ser dividido em dois componentes (J¢ € Jo):

Jr=Jc+ Jo. (2)
7 -
| y=1452,3x 4
61 R=0,91
1 p<0,0001 4

T T T T T T T T T T T
0,000 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005
C/O
Figura 3- Exemplo de uma regresséo linear forcada através da origem e ajustada por
meio da relagéo entre Jo/Jp e C/O, onde Jc e Jo, representam respectivamente o fluxo

de elétrons destinados para carboxilacdo e oxigenacdo da RuBP e C/O a razédo entre a
fracdo molar de CO, e O, no espaco intercelular.
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Na fotossintese 4 elétrons sdo necessarios para uma carboxilacdo e ou
oxigenacdo da RuBP, sendo um CO, liberado para cada ciclo de duas oxigenacoes,
devido a descarboxilagdo da glicina durante a sintese de serina no ciclo da
fotorrespiragdo (VON CAEMMERER, 2000). J¢ pode ser expresso como:

Jo=13[Jrt8(A+Ry)] 3)
e
Jo = 2/3[Jr-4(A+R,)]. 4

A estimativa da condutancia interna (g;) a partir das medidas de trocas gasosas e
fluorescéncia da clorofila foram feitas segundo o método descrito por EPRON et al.

(1995) a partir da relagéo:

g=A4/(Ci-Cp). ©)

O modelo de Farquhar (FARQUHAR et al., 1980; VON CAEMMERER, 2000)
foi ajustado a curva de 4 em funcdo de C. a partir da qual calculou-se V. ux € Juax,
utilizando o método dos quadrados minimos do programa Origin 7.5 (OriginLab Corp.,
Northampton/MA, USA) (LONG & BERNACCHI, 2003). A partir da curva 4 x C,.
(Figura 4), considerando a varia¢do de 4 em fungdo da variagdo de C. até 250 umol de

CO, mol™?, estimou-se V... ha fase da curva limitada pela Rubisco através da equacéo,
Ae = {Vemax (Ce— ¥/ (C. + K [1 + (O/K,)]} -Rd, (6)
Jmax TOI estimado (LONG & BERNACCHI, 2003) quando o incremento de 4 em
funcdo do aumento da concentragdo de CO, é limitado pela regeneragdo da RuBP pela
equacéo,
Aj:[Jmax (Cc_[*)/(4,5cc+ ]0,5 [*)] -Rd, (7)
onde: A. e 4; representam a fotossintese limitada pela eficiéncia de carboxilagdo e
regeneracdo da RuBP, respectivamente, K. e K, sdo constantes de Michaelis-Menten da

Rubisco, respectivamente, para carboxilacdo e oxigenacao, R, € respiracdo mitocondrial

a luz (considerada a respiracdo medida antes das luzes do fitotron acenderem); O; é a
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concentracdo de oxigénio interna da folha (considerada igual a externa a folha - 210000
umol mol™), 7*é o ponto de compensacdo de CO, na auséncia de respiracio no escuro.
Os valores de 7* e de K. e K, para a mesma temperatura da folha no momento das
medidas de trocas gasosas foram calculadas de acordo com as equacgdes dependentes da
temperatura desenvolvidas por BERNACCHI et al. (2001).

304

= N N
(6] o (6
1 [
>
o

A (umol m”? s™)
H
T °2

0 -

T T T T T T T T T T T

0 50 100 150 200 250 300 350 40
-1
C_ (umol CO, mol™)

Figura 4- Exemplo ilustrativo de uma curva 4 x C. de laranjeira ‘Valéncia’ sobre
‘Swingle’ controle (20 °C), a partir do qual se estimou V. ... na fase da curva limitada
pela Rubisco (A) e J,... na fase limitada pela regeneragdo de RuBP (B).

3.3.3Curva A x Luz

As curvas de reposta de 4 em funcdo da variacdo da luz foi medida com o
sistema portéatil de fotossintese Li-6400 acoplado com camara de fluorescéncia 6400-40,
(Licor, Inc. Lincoln - USA). Foi utilizada a rotina de curva de luz do equipamento
aplicando-se 13 DFFFA, de forma decrescente: 1600, 1300, 1000, 800, 700, 600, 500,
400, 300, 200, 100, 50 e 0 pumol m? s*. O tempo minimo de equilibrio para cada
medida em cada DFFFA foi 180 s e 0 maximo 300 s, ou até que a medida apresentasse

um coeficiente de variacdo de 0,5 %. A concentragéo de CO; € a DPVjyq-or NO ar foram
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de 400 pmol CO, mol™ e 1,5 kPa, respectivamente. A temperatura das folhas foi
mantida a 25 °C. Os valores obtidos de 4 em fun¢do de DFFFA foram ajustados a

equacao:
A= AmaxLuz []'e-k ©- F)]1 (8)

onde A4 € a assimilacdo maxima de CO,, 7" é o ponto de compensacéo de luz, Q é a
DFFFA e k um coeficiente de ajuste (IQBAL et al., 1997). A eficiéncia quantica
aparente foi estimada pela equacdo @ = (k Amaxruz) et ”, que € a primeira derivada da
equacdo 1. A medida de respiracdo (R) foi obtida antes de se ligar o sistema de
iluminacdo da cdmara de crescimento. A curva de resposta de 4 em relacdo a luz, e as
medidas de respiracdo foliar no escuro foram realizadas com cinco repeti¢Ges, por
espécie de porta-enxerto (citrumeleiro ‘Swingle’ e limoeiro ‘Cravo’) e por tratamento
(controle, baixa temperatura noturna e recuperagao).

Os célculos de C. e g; para a curva 4 x Luz foram feitos com uso das equagdes 1

e 5, respectivamente, conforme descrito no item anterior (3.3.2).

3.3.4 Limitacdo estomatica da fotossintese

A limitacdo estomatica (S;, %) da fotossintese foi estimada a partir da curva 4 x
C;, de acordo com LONG & BERNACCHI (2003), considerando a relagdo entre a
assimilacdo de CO, (4) em C, (CO, referéncia) de 400 pmol mol™® e um valor

hipotético (4 ) que seria obtido se C;i=C,:

Si=(A"-A")/A". ©)

3.3.5 Condutividade hidraulica

A condutividade hidraulica (K, mmol m? s MPa™) foi estimada de acordo com
HUBBARD et al. (2001):

Ki = Ei3/(Fwrp- Pwis), (10)
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onde E é a transpiracdo as 13:00h e Pypp € ¥yu3 S80 respectivamente o potencial

hidrico antes do amanhecer e as 13 horas.

3.3.6 Potencial da agua na folha

Em cada um dos dias de medidas das trocas gasosas também foram realizadas
medidas do potencial da a4gua na folha (%, MPa) com camara de pressao (modelo
3005, Soil Moisture Equipment Corp., EUA), segundo método proposto por
KAUFMANN (1968), antes das lampadas serem acesas (pré manhd) e as 13:00 horas.

3.3.7 Teor de carboidratos

No primeiro dia de medidas de trocas gasosas relativas a primeira noite a 20 °C,
apos a 32 noite a 8 °C e apo6s 0 2° dia de recuperacdo a 20 °C coletou-se folhas para
analises de carboidratos. As mesmas foram imersas em CO, solido (-70 °C)
imediatamente apds a coleta e foram mantidas em freezer (-80 °C) até 0 momento das
analises. Antes da elaboragdo do extrato para analise, as folhas foram secas em estufa
(modelo MAO032, Marconi) com circulacdo forcada de ar a temperatura de 50 °C por 4
dias ou até massa constante. As amostras foram entdo maceradas em almofariz e
armazenadas em frascos de vidro até que as analises de acucares fossem realizadas.

O extrato para quantificacdo de sacarose e aglcares solUveis totais foi obtido a
partir de extragdo pelo método do MCW, descrito por BIELESK & TURNER (1966)
onde foram transferidos para um tubo de rosca contendo 75 mg de amostra, 3 mL de
MCW (metanol, cloroférmio e agua na proporcdo 12:5:3 v/v) que ficaram sob
refrigeracdo por 2 dias. Apés a separacdo de fases obtida pela adicdo de cloroférmio e
agua, coletou-se o sobrenadante que em seguida foi concentrado em banho-maria (50
°C), para evaporacdo do metanol e residuos de cloroformio. Os extratos foram entdo
armazenados em freezer (-20 °C) até 0 momento da quantificacao.

Para o extrato utilizado na quantificagdo de amido utilizou-se o método descrito
por AMARAL et al. (2007). Em eppendorf contendo 10 mg de amostra, foram
realizadas quatro extragdes com 500 pL de etanol 80 % a 80 °C (em banho-maria) por
20 minutos, para retirada de agUcares, pigmentos, fendis e outras substancias. O

precipitado foi entdo seco a temperatura ambiente até completa evaporacao do residuo
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de etanol. Em seguida foram adicionados 500 pL (120U mL™) de o-amilase (EC
3.2.1.1) termoestavel de Bacillus licheniformis (c6d. E-ANAAM, MEGAZYME,
Irlanda), diluida em tampao MOPS 10 mM e pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75
°C (em banho-maria) por 30 minutos. Este passo foi repetido por mais uma vez,
totalizando 120 unidades de enzima. Em seguida adicionou-se 500 pL (30U mL™) de
amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) de Aspergillus Niger (c6d. E-AMGPU, MEGAZYME,
Irlanda) em tampé&o acetato de sodio 100 mM e pH 4,5. As amostras foram incubadas a
50 °C (em banho-maria) por 30 minutos. Este passo foi repetido por mais uma vez,
totalizando 30 unidades de enzima. Foram acrescentados entdo, 100 uL de &cido

perclérico (HCIO,4) 0,8 M para parar a reacao e precipitar proteinas.

3.3.7.1 Determinacdo de agUcares sollveis totais

Determinou-se a concentracdo de agUcares sollveis totais pelo método do fenol-
sulfarico (DUBOIS et al., 1956). Em tubo de ensaio adicionou-se 5 pL de extrato e 495
uL de agua destilada, 500uL de solugdo de fenol 5 % e 2 mL de &cido sulfdrico (H,SO4)
concentrado. Agitou-se bem e apds resfriar, fez-se a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro (Micronal, modelo B342I1) a 490nm. As concentracGes de agucares
soltveis foram calculadas a partir de uma curva-padrao obtida com leituras de solucdes
contendo 5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug de glicose. Como branco, colocou-se agua no lugar

da amostra.

3.3.7.2 Determinacao de sacarose

Determinou-se a concentracdo de sacarose pelo método descrito por HANDEL
(1968) e a dosagem feita pelo método do fenol-sulfarico. Em tubo de ensaio adicionou-
se 5 uL de extrato, 495 uL de agua destilada e 500 uL de solucdo de hidréxido de
potassio (KOH) 30 %. Os tubos foram vedados e levados ao banho-maria 100 °C por 10
minutos. Em seguida adicionou-se 500 uL de solucéo de fenol 5 % e 2 mL de &cido
sulfarico (H,SO4) concentrado. Agitou-se bem e ap0s resfriar, fez-se a leitura de
absorbancia em espectrofotobmetro (Micronal, modelo B342I1) a 490 nm. As

concentracOes de sacarose foram calculadas a partir de uma curva-padrdo obtida com
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leituras de solugdes contendo 5, 10, 20, 30, 40 e 50 ug de sacarose. Como branco,

colocou-se dgua no lugar da amostra.

3.3.7.3 Determinacao de amido

A dosagem de amido procedeu-se da seguinte forma: em eppendorf contendo 10
uL de extrato foi adicionado 40 uL de &gua destilada e 750 uL do reagente glicose PAP
Liquiform (Labtest Diagndstica S.A.). A mistura foi levada ao banho-maria a 37 °C por
15 minutos. O teor de glicose foi determinado em leitor de microplacas de ELISA
(modelo EL307C, Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont) em comprimento de onda
de 490 nm. As concentracfes de glicose foram calculadas a partir de uma curva-padrédo
obtida com leituras de solugdes contendo 5, 10, 15, 25 e 30 ug de glicose. Como branco,

colocou-se agua no lugar da amostra.

3.4 Delineamento Estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com parcelas
subdivididas no tempo, sendo os fatores de variacdo os dias de tratamento (controle,
baixa temperatura noturna e recuperacdo) e o porta-enxerto (limoeiro ‘Cravo’ e
citrumeleiro “Swingle’). Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) sendo as médias provenientes de cinco ou seis repeticdes. Quando
encontradas diferencas significativas, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento |
4.1.1 Curso diario das trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a em ambiente
natural

A figura 5 mostra a variacdo da DFFFA (Figura 5 A), de Ty (Figura 5 C) e de

DPVyma-or (Figura 5 B) durante o dia 05/02/2008, quando foram feitas as medidas de

trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a sob condi¢6es naturais.
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Figura 5 - Curso diario da variacdo (A) da densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos (DFFFA), (B) diferenca de presséo de vapor entre a folha e o
ar (DPVsina-ar) € (C) temperatura da folha (7;) durante o dia 05/02/2008. DPVina-ar € Ty
foram medidos em laranjeira *Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro
‘Swingle’ apds uma noite (12h) de tratamento a temperatura de 20 °C e 8 °C na parte
aerea. Simbolos indicam a média de cinco repeticdes (+ desvio padréo).

O curso diario da assimilagdo de CO, (4), da condutancia estomética (g;) e da
transpiracdo (£) seguiu o padrdo normalmente observado para laranjeiras (MACHADO
et al., 2001; MEDINA et al., 1999; RIBEIRO, 2006; RIBEIRO & MACHADO 2007)
(Figura 6). Em todos os tratamentos, no decorrer do dia, os maiores valores de A4
ocorreram na parte da manha, decaindo ao redor do meio-dia devido ao aumento de 7ye
de DPViunao (Figura 5 B e C), conforme ja foi verificado por outros autores
(HABERMANN et al., 2003; MACHADO et al., 1994, 2001; MEDINA et al., 1999;
MEDINA, 2002; RIBEIRO & MACHADO, 2007).
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A diminuicdo da fotossintese durante o curso de um dia estd relacionada ao
fechamento parcial dos estdmatos (Figura 5 C e D). Ao redor do meio-dia, devido ao
aumento de 7y e, consequente, aumento de DPVju..., € da radiagdo solar, ha um
aumento da demanda evaporativa. Em funcdo das resisténcias ao fluxo da agua no
sistema solo-planta-atmosfera, ha uma defasagem entre a demanda e o fornecimento de
agua pelo sistema radicular, causando o fechamento parcial dos estdmatos e queda de A4
(LEVY, 1980; MACHADO et al., 2001, 2002, MEDINA & MACHADO, 1999;
MEDINA, 2002; RIBEIRO & MACHADO, 2007).

Comparativamente as plantas submetidas ao tratamento de frio noturno
apresentaram decréscimo de 4, de g, de E e de A/C;, em relacdo as plantas controle
(temperatura noturna 20 °C) ja no inicio da manha e em praticamente todos os horarios
de medidas (Figura 6). Este resultado diferiu daquele encontrado em mangueira e em
cafeeiro (ALLEN et al., 2000; BAUER et al., 1985), em que 0s decréscimos dessas
variaveis ocorreram somente ao redor das 12:00 h.

A atividade fotossintética pode ser afetada pela variacdo da abertura estomatica
(avaliada por g;) e/ou pela capacidade bioquimica (avaliada pela eficiéncia aparente de
carboxilagdo, 4/C;) e fotoquimica (FARQUHAR & SHARKEY, 1982). Apos a
aplicacdo de uma noite de frio, tanto g; como A4/C; decresceram significativamente em
laranjeiras sobre ambos porta-enxertos, constituindo-se assim as duas causas aparentes
da queda de A.

A temperatura das folhas no controle foram menores que nas plantas submetidas
ao frio noturno proporcionando valores menores de DPViipa-ar, POSSivelmente devido a
maior abertura estomatica (g;) e de E (Figura 5B, 6E e F). A transpiragdo tem um
efeito refrigerante nas folhas. Como todas as condi¢Ges de medidas e de cultivo foram
semelhantes, exceto a aplicacdo de frio noturno os menores valores de g, estdo
relacionados a este fato.

A assimilacdo de CO, diaria (4,) no controle foi maior em laranjeira ‘Valéncia’
sobre limoeiro “‘Cravo’ (‘Cravo’) que em laranjeira ‘Valéncia’ sobre ‘Swingle’

(‘Swingle’) (Figura 7).
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Figura 6- Curso diario da assimilacdo de CO, (4) (A,B), condutancia estomatica (g;)
(C, D), transpiracdo (E) (E, F) e da eficiéncia aparente de carboxilacdo (4/C;) (G,H) em
laranjeira “Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ (A, C, E e G) ou citrumeleiro ‘Swingle’ (B,
D, F e H) ap6s uma noite (12h) de tratamento a temperatura de 20 °C e 8 °C na parte
aérea. Simbolos indicam a média de cinco repeticdes (+ desvio padréo).

Apb6s uma noite de frio, tanto ‘Cravo’ como ‘Swingle’ tiveram decréscimo
significativo (p<0,05) em A4;, porém esse decréscimo foi maior em ‘Cravo’ (32%) que

em ‘Swingle’ (22%), fazendo com que 4; em ambos 0S porta-enxertos apresentassem
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valores semelhantes nas plantas que foram submetidas ao frio noturno. RIBEIRO &
MACHADO (2007) também relatam decréscimos em A4, A4, e g; no inverno, em relacdo a

primavera e verao em regido subtropical.
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Figura 7- Resposta da assimilacdo de CO, diaria (4;) em laranjeira ‘Valéncia’ sobre
limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro ‘Swingle’ ap6s uma noite (12 h) de tratamento a
temperatura de 20 °C e 8 °C na parte aérea. Letras mailsculas diferentes indicam
diferencas significativas (Tukey, p<0,05) entre as variedades e letras minusculas as
diferencas entre os tratamentos na mesma variedade de porta-enxerto. Colunas indicam a
média de cinco repeticOes (+ desvio padrao).

Apds uma Unica noite de frio a eficiéncia quantica maxima do FSII (F,/F,,) das
plantas sobre o porta-enxerto ‘Cravo’ e ‘Swingle’ apresentaram valores acima de 0,78 e
0,80 (Figura 8 A e B), respectivamente, portanto demonstrando que esta variavel ndo foi
afetada no inicio da manha (CRITCHLEY, 1998). Porém, conforme o curso do dia foi
passando e a DFFFA e a temperatura aumentou, F,/F,, em ‘Cravo’ no tratamento de frio
noturno apresentou um decréscimo significativo (p<0,05) em dois horarios (11:00 e
13:00 h) que nas plantas controle (Figura 8 A). F\/F,, nas plantas sobre ‘Swingle’ nédo
foram afetadas pelo frio noturno em nenhum horério (Figura 8 B).

A eficiéncia operacional do FSII (F,/F,’) decresceu tanto em ‘Cravo’ quanto

em ‘Swingle’ apds uma noite a 8°C, porém numa intensidade maior em ‘Cravo’ (Figura
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8 C e D). F,/F,, representa a proporcéo de luz absorvida que € utilizada nas reagoes
fotoquimicas, ou seja, que é utilizada na reducdo de Q4 (BAKER, 2008; MAXWELL &
JONHSON, 2000). F,/F,,” decresceu com o aumento de DFFFA, refletindo em maior
quantidade de Q, reduzida (fechada) e dissipacdo nao fotoquimica de energia (BAKER,
2008). Esta queda na eficiéncia operacional ocorreu em todos os tratamentos com
aumento de DFFFA, porém de forma mais intensa nas plantas que foram submetidas ao

frio noturno (Figura 8 C e D).
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Figura 8- Resposta da (A,B) eficiéncia quantica maxima do FSII (F,/F,) e da (C,D)

eficiéncia operacional do FSII (F,"/F,") em laranjeira ‘Valéncia’ sobre (A,C) limoeiro

‘Cravo’ ou (B,D) citrumeleiro ‘Swingle’ ap6s uma noite (12 h) de tratamento a

temperatura de 20 °C e 8 °C na parte aérea. Simbolos indicam a média de cinco
repeticoes (+ desvio padréo).

Como A4 decresceu mais intensamente no tratamento frio, h4 também uma maior
dissipacdo ndo fotoquimica (resultado ndo mostrado) do excesso de energia nao
utilizada, causando um maior decréscimo em F, /F,,". Este mecanismo de dissipagao de
energia é fotoprotetor, e estd relacionado com o ciclo da xantofila (DEMMING-
ADAMS & ADAMS, 1992), ndo devendo, no entanto, comprometer a assimilacdo de
CO, neste caso. A queda de F,”/F,,’ € responsiva ao aumento de DFFFA, mantendo

uma quantidade de transporte de elétrons ainda compativel para fixacdo de CO,. A
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diminuicdo de F,/F, devido ao frio noturno, causou queda no transporte linear de
elétrons. De fato, este valor depende da eficiéncia com a qual a energia absorvida é
doada para o centro de reacdo e a proporcao de centros de reagédo abertos (oxidado).

Assim, em laranjeira “Valéncia’ sobre ‘Cravo’ e sobre ‘Swingle’, sob condi¢cfes
naturais a queda de 4, devido ao tratamento de frio noturno parece estar relacionado a
queda de g, e da eficiéncia aparente de carboxilagdo (4/C)), ou seja, fatores estomaticos
e metabolicos. Porém a queda relativa de g; e de A/C; foi mais pronunciada em ‘Cravo’
que em ‘Swingle’. Em ‘Valéncia’ sobre ‘Cravo’, apesar de F./F, e F,/F,’ ter
decrescido mais que em ‘Swingle’ sob baixa temperatura noturna, isso ndo deve ter
contribuido de forma significativa na queda de 4.

Estes resultados confirmam a hipdtese de que a ocorréncia de frio noturno afeta

o metabolismo fotossintético de laranjeira ‘Valéncia’.

4.2 Experimento 11

Neste experimento analisou-se de forma mais detalhada sob condi¢es controladas
o efeito da aplicacéo de frio noturno (8 °C) sobre a fotossintese por 3 noites consecutivas e
a sua recuperacdo apos retorno da temperatura noturna a 20 °C, por dois dias consecutivos.

4.2.1 Trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e relages hidricas em ambiente
controlado

A figura 9 foi elaborada com os resultados observados nas curvas 4 x Luz em
DFFFA = 1300 pmol m? s, exceto 4/C. que foi calculado a partir da curva 4 x C.. No
primeiro dia de medida (controle a 20 °C), 4 foi maximo em ‘Cravo’ (10,3 umol m?s™) e
em “Swingle’ (7,6 pmol m?s™), ou seja, no controle 4 em Cravo foi 1,35 vezes maior que
em ‘Swingle’ (Figura 9A). Apbés a primeira noite de frio (8 °C), 4 decresceu
significativamente (p<0,05) na laranjeira sobre ambos 0s porta-enxertos, porém de forma
mais acentuada em ‘Cravo’ (decréscimo de 64 %) do que em ‘Swingle’ (decréscimo de 26
%). ApOs mais duas noites de frio ndo houve progressao na queda de A4, tanto em ‘Cravo’
como em ‘Swingle’. Este resultado confirma aqueles observados sob condigdes naturais
(Figura 6), ou seja, 4 em laranjeira tanto sobre o porta-enxerto ‘Cravo’ como no ‘Swingle’,

diminuem ap6s uma noite fria, sendo que a queda mais acentuada foi em ‘Cravo’. Apds o
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retorno a temperatura noturna de 20 °C, 4 em ‘Cravo’ ndo se recuperou enquanto em
‘Swingle’ recuperou-se totalmente (p<0,05) ap6s a segunda noite a 20 °C, mostrando

também neste aspecto maior toleréncia ao frio em ‘Swingle’.
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Figura 9- (A) Variacdo da assimilacdo de CO, (4), (B) transpiracéo (E); (C) condutancia
estomatica (g;) e (D) condutancia interna (g;), (E) concentracdo de CO, no cloroplasto (C.)
e (F) eficiéncia de carboxilagdo (4/C.), em DFFFA de 1300 pmol m? s*, em funco da
temperatura noturna em laranjeira “Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou
citrumeleiro ‘Swingle’, sendo o dia 1 controle (20 °C), dias 2 a 4 frio noturno (8 °C) e dias
5 a 6 retorno da temperatura para 20 °C. Simbolos indicam a média de cinco repeticoes (+
desvio padrdo).

A queda em A4 pode estar relacionada tanto a aspectos difusivos (g; e g;) como
metabdlicos e fotoquimicos (FARQUHAR & SHARKEY, 1982). Para ocorrer a fixacdo
de CO; no ciclo de Calvin através da acdo da enzima Ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP)
carboxilase/oxigenase (Rubisco) o CO, movimenta-se, desde a atmosfera ao redor das
folhas, através da camada limite e do ostiolo dos estbmatos para a cavidade subestomatica

e dai para o sitio de carboxilagdo dentro do estroma do cloroplasto, através do mesofilo da
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folha. Este caminho pode ser descrito pela 12 lei de Fick de difuséo e da assimilacao
liquida de CO,, sendo 4 = g, (C, - C) = g: (C; - C.), onde g, e g; representam,
respectivamente, a conduténcia estomatica e interna ou do mesofilo e C,, C; e C. a
concentracdo de CO,, respectivamente no ar, cavidade subestomética e no estroma do
cloroplasto (LONG & BERNARCCHI, 2003).

Em “‘Cravo’ e em ‘Swingle’ houve decréscimo em g, atingindo o valor minimo ja
no primeiro dia apds o frio noturno (Figura 9 C). Os decréscimos acentuados tanto de 4
como de g, nas plantas submetidas ao resfriamento noturno, indicam que o fechamento
dos estbmatos é parcialmente responsavel pelo decréscimo de 4. A reducéo de g, ocorreu
conforme se aplicou o abaixamento da temperatura noturna. Sob frio noturno também se
observou queda em g, em cafeeiro, videira e em mangueira (BAUER et al., 1985;
FLEXAS et al., 1999; ALLEN et al., 2000). O fechamento parcial dos estdmatos pode ser
aumento da concentracao intercelular de CO, (C;) (ALLEN et al., 2000). Alternativamente,
0 estbmato poderia ser o alvo direto do resfriamento, causando o abaixamento de C;
precipitando o declinio de 4 (ALLEN & ORT, 2001; MACHADO et al, 2002: MEDINA
et al., 2002). Porém, neste experimento, C;, dentro do mesmo tipo de porta-enxerto, foi
semelhante para o periodo submetido ou ndo ao resfriamento noturno (dados néo
mostrados). O fechamento parcial dos estdbmatos causa diminui¢do do fluxo de CO; na
cavidade subestomatica, mas a concentracdo de C; ndo variou, possivelmente devido a uma
queda na atividade fotossintética. De fato, a eficiéncia de carboxilagdo (4/C.) decaiu
significativamente (p<0,05) (Figura 9 F) para ambos os porta-enxertos. Assim, o fluxo de
CO, para dentro da célula diminuiu em funcéo da queda de g,, mas o consumo de CO, no
cloroplasto também diminuiu (Figuras 9 A, C e E). Assim, é possivel que a queda em g;
seja devida a acdo direta do frio sobre o estomato (ALLEN et al, 2000).

Além da resisténcia dos estdbmatos ao fluxo de CO, para o interior da folha
(cavidade subestomatica), antes de atingir o estroma dentro do cloroplasto, o CO, tem
que percorrer o caminho através do mesofilo, cuja maior ou menor facilidade de difusdo
é descrita pela condutancia interna (g;). A conduténcia interna variou entre 0,14, em
condicBes de noites a 20 °C e 0,02 mol m? s, em noites com temperatura noturna de 8
°C (Figura 9 D). Este valor de g; esta de acordo com os publicados para espécies
arboreas sempre verdes (FLEXAS et al., 2008; WARREN, 2008). Logo no primeiro dia
seguido de frio noturno (8 °C) houve um decréscimo significativo (p<0,05) em g; em

ambos porta-enxertos, sendo mais acentuada em ‘Cravo’ que em ‘Swingle’. O g; da
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laranjeira sobre ‘Cravo’ ndo se recuperou totalmente, mesmo apos dois dias seguidos de
temperatura noturna de 20 °C (Figura 9 D), indicando sensibilidade desta variavel a
variagdo de temperatura.

De fato, varios autores mostram que g; aumenta com a temperatura com
coeficiente de resposta (Q;) igual a 2,2 sugerindo que o processo nao é somente fisico,
mas também mediado por proteinas, possivelmente envolvendo anidrase carbonica e
aquaporinas (BERNACCHI et al., 2002; FLEXAS et al., 2008; WAREN, 2008). Sobre
0 aspecto difusivo verificou-se que tanto g, como g; contribuem para a queda em 4 em
laranjeira sobre dois tipos de porta-enxerto, porém com queda mais acentuada em
plantas sobre ‘Cravo’ em relacdo ao g..

Apds o periodo de recuperacdo com a temperatura noturna do ar a 20 °C, g, de
‘Swingle’ recuperou-se totalmente, porém o g, de ‘Cravo’ manteve-se baixo, ndo se
recuperando. Também a limitacdo estomatica da fotossintese (S;) aumentou apds a
primeira noite de frio em laranjeira sobre ambos os porta-enxertos (Figura 10). Em
‘Cravo’ ndo retornou aos valores iniciais, mesmo ap0s dois dias de recuperacao,
sugerindo aqui um efeito residual. Em ‘Swingle’ S; iniciou a recuperacao ja na segunda
noite de frio, mostrando certa capacidade de aclimatacéo.

A concentracdo intercelular de CO, (C;) ndo variou durante os tratamentos.
Observou-se ainda que C; em ‘Swingle’ foi significativamente menor que em ‘Cravo’
(dados ndo mostrados). Tanto em ‘Cravo’ como em ‘Swingle’, assim como em 4 e g
houve um decréscimo significativo (p<0,05) da eficiéncia aparente de carboxilacéo, dada
pela relacdo 4/C., ap0s a terceira noite de frio em ‘Swingle’ e primeira noite de frio em
‘Cravo’ (Figura 9 F). Em “Cravo’, ao contrario do ‘Swingle’, A/C. ndo se recuperou
(p<0,05) mesmo apb6s dois dias de retorno da temperatura noturna para 20 °C,
evidenciando um efeito residual. O decréscimo da relacdo A/C. indica uma limitacao
bioguimica da fotossintese em ambos porta-enxertos, durante o periodo de aplicacdo do
tratamento. Também neste aspecto ‘Swingle’ mostrou-se mais tolerante a ocorréncia de frio
noturno em relagdo ao ‘Cravo’. Este aspecto relacionado com processos metabdlicos da
fixacdo de CO; e regeneracdo de RuBP sera discutido mais a frente.

Observou-se em ‘Cravo’ um decrescimo significativo (p<0,05) e acentuado na
transpiracdo (E) ja no primeiro dia seguido de frio noturno, permanecendo assim mesmo
apds dois dias de recuperacdo, este decréscimo estd relacionado com o fechamento
estomatico em ‘Cravo’ (Figura 9 B). Em ‘Swingle’ E permaneceu praticamente constante

até o segundo dia de retorno da temperatura a 20 °C quando houve um aumento de £ e de
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gs. Observou-se ainda que E em ‘Cravo’ foi maior que em ‘Swingle’ apenas no dia

controle.
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Figura 10- Variacdo da limitacdo estomatica da fotossintese (S;, %) em funcdo da
temperatura noturna em laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou
citrumeleiro *Swingle’, sendo o dia 1 controle (20 °C), dias 2 a 4 frio noturno (8 °C) e dias
5 a 6 retorno da temperatura para 20 °C. Simbolos indicam a média de cinco repeticdes (+
desvio padr&o).

Outro fator que poderia influenciar a abertura estomatica seria o estado hidrico da
folha, no entanto, ndo se observou qualquer variacdo no seu potencial hidrico (Tabela 1),
ndo estando, portanto a queda de g, relacionada a este fator. Ou seja, 0s estdmatos
fecharam parcialmente sem que houvesse perda relativamente maior de adgua nas plantas
sob temperatura noturna de 8 °C. Esta resposta esta de acordo com a observada em
mangueira e em café (ALLEN et al., 2000; BAUER et al., 1985) cujos autores também néo
observaram queda no potencial da dgua. Porém, em videira a ocorréncia de frio noturno,
mesmo em plantas com o sistema radicular aquecido, a queda em g, estava associada a
queda no conteldo relativo de agua (FLEXAS et al., 1999).
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Tabela 1- Variacdo do potencial hidrico foliar antes do amanhecer ( ¥ypp, MPa) € as 13
horas (¥w;3, MPa) em funcdo da temperatura noturna em laranjeira “Valéncia’ enxertada
em limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro “‘Swingle’, sendo o dia 1 controle (20 °C), dias 2 e 4
frio noturno (8 °C) e dia 6, dois dias apds retorno da temperatura para 20 °C. Média de trés
repeticoes.

Controle Frio noturno Recuperacgao
(20 °C) (8°C) (20 °C)
Dial Dia 2 Dia4 Dia 6

Hvrp Hv1z Hvrp Hv1z Hvrp Hv1z Hvrp Hv1z

Cravo -033 -080 -030 -063 -022 -08 -037 -0,78
Swingle -037 -0,75 -028 -0,73 -027 -090 -045 -092

A queda de g, na laranjeira pode estar relacionada com a condutividade hidraulica
(K, Tabela 2). HUBBARD et al. (2001) observaram uma relacéo direta entre K, e g; e
entre K; e A, que também ocorreu aqui (resultado ndo mostrado). No dia controle (apds 12
noite a temperatura noturna de 20 °C), K, de ‘Cravo’ foi maior que de ‘Swingle’ (p<0,05).
Apos a 12 noite a 8 °C, houve um decrescimo significativo (p<0,05) de K; em ambos os
porta-enxertos, 0s quais permaneceram baixos até a 3? noite de frio. Porém apds o segundo
dia de recuperacéo (20 °C), somente o ‘Swingle’ recuperou-se totalmente (p<0,05) (Tabela
2). Observa-se uma coincidéncia das respostas de K; e de g (relagdo linear, dados nédo
mostrados), inclusive considerando-se a recuperacdo destas varidveis em ‘Swingle’. A
queda de K; com o frio esta relacionada com o0 aumento da viscosidade da dgua e da queda
da permeabilidade do protoplasma (SELLIN & KUPPER, 2007) e reducdo do fluxo
através dos vasos do xilema (KRAMER, 1983). A baixa temperatura na parte aérea pode
incrementar a cavitacdo dos vasos do xilema reduzindo K; (SPERRY et al., 1988). Em
videira FLEXAS et al. (1999) atribuiram que a queda de 4 em funcdo da queda em g
estaria relacionada com as propriedades hidraulicas do xilema, causando queda do
contetdo relativo de agua nas folhas. Ainda outro aspecto que poderia afetar a resposta de
g5 seria 0 aumento na concentracdo de carboidratos sollveis promovendo um ajustamento
osmatico. Porém, como serd mostrado mais adiante, ndo ocorreu a concentracdo de
acucares soluveis durante a aplicacdo do tratamento de frio. Ou seja, neste experimento,
parece que ocorreu um efeito direto do frio no mecanismo de controle de abertura dos
estomatos (ALLEN et al., 2000; ALLEN & ORT, 2001) potencializado pela diminuicdo de
K (FLEXAS et al., 1999; HUBBARD et al., 2001).
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Tabela 2- Variacéo da condutividade hidraulica (K;, mmol m? s* MPa™) em funcio da
temperatura noturna em laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou
citrumeleiro *Swingle’, sendo o dia 1 controle (20 °C), dias 2 e 4 frio noturno (8 °C) e dia
6 retorno da temperatura para 20 °C.

Controle Frio noturno Recuperacéo
(20°C) (8°C) (20°C)
Dial Dia 2 Dia 4 Dia 6
K (mmol m?s™ MPa™)
Cravo 4,72 +0,49 2,36 £ 0,58 1,64 £0,45 2,35+0,62
Swingle 3,54+0,80 2,24 +£0,53 1,65 + 0,40 3,31+0,44

A figura 11 mostra a resposta das variaveis da analise de fluorescéncia relativa aos
tratamentos com frio noturno em laranjeira ‘Valéncia’ sobre ‘Cravo’ ou ‘Swingle’. No
primeiro dia de medida apds uma noite a 20 °C (controle), a eficiéncia quantica maxima
(F\/F,) foi estatisticamente semelhante nas laranjeiras independente do porta-enxerto
(Figura 11 A). Em ‘Cravo’ a queda em F,/F, iniciou apos a segunda noite de frio
atingindo um valor minimo apds a terceira noite (p<0,05). Apos o retorno da temperatura
noturna a 20 °C ndo houve recuperacdo de F,/F,, sugerindo que ocorreu algum tipo de
dano no FS17, como perda da proteina D1, como relataram BERTAMINI et al. (2005) em
videira. Em ‘Swingle’, F,/F,, ndo foi afetada, mantendo-se ao redor de 0,82 durante todo
experimento, apesar de A ter diminuido significativamente. Ou seja, 0S processos de
fotoprotecdo, como aumento de NPQ (dissipacdo de energia por calor na forma de
radiacdo infravermelha) e decréscimo de F,”/F,’ (Figura 11 A e C) foram eficientes.
F./F, representa a eficiéncia maxima que a luz absorvida pela antena do FSII é
convertida em energia quimica (reducdo de Q,) e é um indicador da ocorréncia de
fotoinibicdo, quando plantas estdo sujeitas a varios tipos de estresses do ambiente,
incluindo o frio (BAKER & ROSENQVIST, 2004; CRITCHLEY, 1998). Quando a
energia absorvida é maior do que a capacidade de utilizacdo pelas reacfes fotoquimicas
e/ou bioquimicas da fotossintese ocorre fotoinibicdo (BARBER & ANDERSSON,
1992; LONG et al., 1994; OSMOND, 1994) indicada por F,/F,, menor que 0,725
(CRITCHLEY, 1998). Portanto o decréscimo de F,/F,, em ‘Cravo’, apresentando valores
entre de 0,703 + 0,03 e 0,718 * 0,05 a partir da 32 noite até a segunda noite de retorno da
temperatura a 20 °C indicam a ocorréncia de fotoinibicéo discreta (CRITCHLEY, 1998).
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Figura 11- (A) Variagdo da eficiéncia quantica maxima do FSII (F,/F,,) e eficiéncia
quantica maxima do FSII sob DFFFA (F,’/F,’), (B) eficiéncia operacional do FSII
(F,/Fy"), (C) coeficiente de extin¢éo ndo-fotoquimico (NPQ), (D) fator de eficiéncia do
FSII (F,/F,’)), (E) transporte aparente de elétrons (E7R) e do (F) dreno alternativo de
elétrons (DAE) , em DFFFA de 1300 pmol m?s®, em funcéo da temperatura noturna em
laranjeira ‘Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro ‘Swingle’, sendo o dia
1 controle (20 °C), dias 2 a 4 frio noturno (8 °C) e dias 5 a 6 retorno da temperatura para
20 °C. Simbolos indicam a media de cinco repeticdes (+ desvio padrao).

Esta queda em F,/F,, provavelmente tenha sido devido a reducédo significativa
(p<0,05) de F,, que ocorreu somente em ‘Cravo’ (dados ndo mostrados), estando
associados a energizacdo da membrana dos tilacdides motivada pelo aumento do gradiente
de pH transtilacoidal (4pH) e pela extingdo ndo fotoquimica de energia de excitacdo
(KRAUSE & WEIS, 1991). A queda de F,/F,, ainda pode ser uma consequéncia da baixa
fixagdo de CO,, indicando uma retro-regulacdo da atividade fotoquimica para manter um
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suprimento adequado de elétrons e a0 mesmo tempo evitar quantidade excessiva de
energia radiante nos fotossistemas, capaz de levar a fotoinibi¢do crénica mais acentuada
(FLEXAS et al., 2001). A queda de F,/F,, em *‘Cravo’ possivelmente néo foi a causa da
queda de 4 e sim uma conseqliéncia, visto que a queda de A (Figura 9 A) ja tinha
ocorrido logo apos a primeira noite de frio, quando em ‘Cravo’ e em ‘Swingle’ F./F,,
eram iguais ao controle (Figura 11 A).

A partir do primeiro dia seguido do frio noturno, observou-se um decréscimo
gradativo de F, /F,,’ em ‘Cravo’, continuando mesmo apos os dias de recuperacéo (Figura
11 B). Em “Swingle’ houve também decréscimo em F, /F,,’ porém com recuperagdo no
segundo dia com temperatura a 20 °C, coincidindo com a recuperacao de 4 (Figura 9A).
F,/F,, estima a eficiéncia na qual a luz absorvida pelo FSI/ é usada na reducéo de Q,, ou
seja, nos processos de dissipagdo fotoquimica. Sob luz esse pardmetro é uma estimativa da
eficiéncia quantica do fluxo linear de elétrons através do FSI/ (BAKER, 2008). Portanto, o
decréscimo gradativo de F,”/F,  em ‘Cravo’, mesmo apds o retorno da temperatura
noturna a 20 °C, esta relacionado com o fechamento (reducéo) dos centros de reacdo do
FSII, refletindo o acumulo de quinonas em estado reduzido (Q4), em funcdo da nédo
recuperacdo de A (Figura 9 A). A taxa de consumo de NADPH e ATP ¢ o principal fator na
determinacéo da eficiéncia operacional do FSII.

VariacOes na eficiéncia de carboxilacdo, na regeneracdo da RuBP, no suprimento
de CO, da atmosfera até o sitio de carboxilacdo via estdmato, na fotorrespiragdo e na taxa
de transporte de carboidratos influem na utilizagdo de NADPH e ATP e,
consequentemente, afetam £, /F,,” (BAKER, 2008). Assim, o frio noturno, diminuiu 4, g,
e também veremos mais a frente, causou queda na eficiéncia maxima de carboxilacéo
(Vemax), Na regeneracdo de RuBP (J..) € na exportacdo de carboidratos da folha,
justificando a queda de F, /F,, .

A eficiéncia méxima do FSII sob DFFFA (F,/F,’), significa a eficiéncia
operacional do FSII quando todas Q, estdo oxidadas. Em ‘Swingle’ F, /F,,’ foi maior em
todos os dias de tratamento. Em ambos porta-enxertos, observou-se um decréscimo de
F,’/F,’ (p<0,05) no primeiro dia seguido de frio noturno, porém diferente do ‘Cravo’, em
‘Swingle’” houve a tendéncia de recuperacao apds o retorno da temperatura noturna a 20 °C
(Figura 11 A). Geralmente a queda de F,’/F,, indica aumento em NPQ, demonstrando
decréscimo na capacidade de oxidar Q,4, a semelhanga do que ocorreu neste experimento
com ‘Cravo’ e *Swingle’ (Figura 11 C).
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No 1° dia controle, NPQ em ambos porta-enxertos foram estatisticamente iguais.
Apds a primeira noite de frio noturno, observou-se em ‘Swingle’ um aumento (p<0,05)
do NPQ, enquanto em ‘Cravo’ ocorreu um aumento (p<0,05) somente no dia de
maximo estresse (Figura 11 C), ou seja, terceiro dia seguido de frio noturno, quando
houve também um decréscimo de F,/F,, (Figura 11 A).

Basicamente NPQ € composto por trés componentes: NPQg (relacionado ao
gradiente de H" através da membrana do tilacoide), NPQr (relacionado a distribuicio de
energia de excitagdo entre os dois fotossistemas, regulada pela fosforilacdo e
desfosforilacdo do centro de reacdo) e NPQ, (relacionado a fotoinibicdo da fotossintese)
(KRAUSE & WEIS, 1991). NPQr € o principal componente de dissipacdo néo-
fotoquimico (dissipacdo da energia ndo-radiativa), esta linearmente relacionado a
concentragdo de H* dentro dos tilacéides dos cloroplastos, é responsavel pela reducéo
de até 90% de F, (BRIANTAIS et al., 1979; KRAUSE & WEIS, 1991). Em alta
intensidade luminosa ou quando ha queda no consumo de redutores e ATP um alto
gradiente de protons (ApH) € formado dentro dos tilacdides. A diminui¢do do pH no
limen causa ativacdo do ciclo das xantofilas que estd envolvido na dissipacdo de
energia através do aumento do contetdo de zeaxantina, seja pela conversao enzimatica
da violaxantina ou pelo préprio aumento da sintese desse pigmento (DEMMIG-
ADAMS et al., 1999; SCHINDLER & LICHTENTHALER, 1996). O aumento em NPQ
esta associado ao aumento no contetdo de zeaxantina (DEMMIG-ADAMS et al., 1999;
SCHINDLER & LICHTENTHALER, 1996), sendo considerado um mecanismo de
fotoprotegdo (DEMMIG-ADAMS et al., 1999). No entanto, em muitas situagdes de
estresse 0 aumento do NPQ pode ser acompanhado pela fotoinibicdo dos centros de reacéo
do FSII, como ocorreu em ‘Cravo’ quando F.,/F,, foi reduzido a valores abaixo de 0,72 no
qual h& preferencialmente dissipacdo de energia como calor e ndo como fotoquimica.
Neste caso 0 aumento de NPQ em “‘Cravo’ pode ter sido ocasionado pelo NPQg e NPQ,.

O fator de eficiéncia do FSII (F,/F,’) se manteve praticamente inalterado em
‘Swingle’, enquanto em ‘Cravo’ houve um decréscimo (p<0,05) no primeiro dia
seguido de frio noturno, permanecendo assim mesmo ap0s dois dias de recuperagdo
(Figura 11 D). F,/F,” indica a fragdo dos centros de reagéo do FSI/ com Q, oxidada,
isto é a fracdo dos centros de reagdo do FSII que estdo abertos. F,/F,’ € determinado
pela capacidade do aparelho fotossintético de manter Q4 em estado oxidado, que €
funcdo das taxas relativas de reducdo e oxidacdo (BAKER, 2008), ou seja, estad

relacionado com a taxa de utilizacdo de redutores e ATP. Decréscimos acentuados de
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F,/F,” em DFFFA saturante (>800 umol m? s™), quando NPQ é maximo, estio
relacionados a reducdo excessiva de Q4 determinando aumento da fotoinibicdo
(KRAUSE & WEIS, 1991), verificado pelo decréscimo de F,/F,,. O efeito priméario da
temperatura baixa foi a reducdo da fixacao fotossintética de CO, (Figura 9 A) (ALLEN
et al. 2000; ALLEN & ORT, 2001; ORT, 2002) o qual resulta no decréscimo de
consumo dos produtos do transporte de elétrons, 0 ATP e NADPH, e consequentemente
de F,/F, . O decréscimo na utilizagdo de redutores e de ATP causa a queda de fator de
eficiéncia do FSII (F,/F,’) e é acompanhada do aumento do NPQ da energia de
excitacdo, refletindo um decréscimo de F,/F,,’ (ANDREWS et al., 1995; GROOM &
BAKER, 1992). A resposta mais acentuada de todas estas variaveis em ‘Cravo’ em
relacdo a ‘Swingle’ indicam que o porta-enxerto pode conferir tolerancia ao frio do
enxerto, no caso a laranjeira “Valéncia’. Em outras espécies obtiveram-se evidéncias de
diferenca de tolerancia ao frio relacionado com F./F,, F,/F,’, F,/F, (BAKER &
ROSENQVIST, 2004). BAKER & ROSENQVIST (2004) sugeriram que estas variaveis
(FV/Fn F,/Fy', F;/F,") podem ser utilizadas na selecdo e comparagéo de cultivares
com diferentes capacidades de tolerancia ao frio, e outros estresses abidticos.

A partir do conhecimento de F,’/F,,’ pode-se calcular a transporte de elétrons
através do FSII (BAKER, 2008). Em ‘Cravo’ foi observado um decréscimo
significativo (p<0,05) do transporte aparente de elétrons (ETR) no primeiro dia seguido
de frio noturno, continuando assim mesmo apds o segundo dia de retorno da
temperatura noturna. Em ‘Swingle’ houve um decréscimo significativo (p<0,05) de ETR
apenas no segundo dia de recuperacéao (Figura 11 E).

Em ambos porta-enxertos houve um aumento significativo (p<0,05) dos drenos
alternativos de elétrons (DAE) no primeiro dia seguido de frio noturno e recuperaram os
valores apds a segunda noite de retorno da temperatura noturna (Figura 11 F). O valor
de DAE depende da proporc¢édo de redutores produzidos durante o transporte linear de
elétrons que é utilizado na assimilacdo de CO, (BAKER, 2008; FRYER et al., 1998).
Os elétrons produzidos nos processos fotoquimicos séo usados para fixagdo de carbono,
porém outros processos sdo também dependentes. Em condi¢des onde a fixacdo de
carbono é limitada, como no caso presente, nas plantas sob frio, drenos alternativos
como fotorrespiracdo, reacdo de Mehler (ciclo dgua-agua) e metabolismo de nitrogénio
passam a serem drenos valorizados (BAKER et al.,, 2007; KRALL & EDWARDS,
1992). Alto valor de DAFE indica que a proporcao de elétrons direcionados a outros

drenos (fotorrespiracdo, reacdo de Mehler) aumenta. Interessante notar que o aumento
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relativo do DAE foi maior que a queda de ETR. Alto DAE e NPQ constituem-se
estratégias protetoras contra o fotodano e ja foram descritos em citros (MEDINA et al.,
2002; RIBEIRO et al. 2003)

4.2.2 Variacao da assimilacédo de CO; na saturacdo de luz (AmaxLuz), da eficiéncia
quantica (@), do ponto de compensacao de luz (7) e da concentracéo de CO; no
cloroplasto (C.)

A partir da curva 4 x Luz foram calculados 4,,.,1.., @€ I'e C. (Tabela 3). Nao
houve diferenca significativa na eficiéncia quantica (@) entre os dois porta-enxertos e
nem em relacdo aos dias de tratamento, sendo o rendimento quantico igual 15,5 mol de
fétons/mol CO, (RQ = 1/®). Verificou-se também, em ‘Cravo’ que logo apos a 12 noite
de resfriamento, o ponto de compensacéao de luz (/) aumentou em relagdo ao controle e
ao ‘Swingle’ permanecendo assim, mesmo ap0s o retorno da temperatura a 20 °C

(Tabela 3), mostrando um aumento relativo na fotorrespiracao.

Tabela 3- Assimilacdo de CO, na saturacdo de luz (4mazy:, pmol m? s™), ponto de
compensaco de luz (7] pmol m? s%), eficiéncia quantica [@ , umol CO, (umol de
fotons)™] e concentracdo de CO, no cloroplasto (C,, umol de CO, mol™) em laranjeira
‘Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro ‘Swingle’, submetidos a
diferentes temperaturas noturnas por diferentes tempos e na recuperacao.

Controle Frio noturno Recuperacado

1°dia 20 °C 1°diaa8°C 3°diaa8°C 2°dia20°C

Anmaxtuz 9,79+ 1,35 4,93+1,78 4,69+ 1,19 3,92 + 0,69
Cravo Ir 43,90 + 14,64 57,50 + 10,68 68,40 + 21,28 69,11 + 11,62
o 0,061 + 0,006 0,059 + 0,013 0,058 + 0,021 0,055 + 0,007

Cc 200,3+19,9 85,2+15,4 104,3+18 170,2+20,0

Anmaxtuz 8,50 + 1,52 5,42 + 2,37 5,63 + 1,97 8,13 +0,85
Swingle Ir 43,99 + 25,18 49,09 + 19,77 45,87 + 7,88 44,91 + 10,88
o 0,065 + 0,014 0,074 £ 0,01 0,073 £ 0,01 0,070 + 0,01

Cc 93,3+£18,0 81,4+15/4 84,8+10,3 130,6+21,2

Houve um decréscimo significativo (p<0,05) em 4,,.... N0 primeiro dia seguido
de frio noturno em ambos os porta-enxertos, porém em ‘Swingle’, 4,41, S€ recuperou

no segundo dia de retorno da temperatura a 20 °C enquanto o ‘Cravo’ ndo se recuperou
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durante todo periodo experimental. A queda de 4,...... €sta relacionada tanto a queda de
gs quanto de g; (Figura 9 C e D), o que causam queda no C,. (concentracdo de CO, no
cloroplasto). A queda de C. favoreceu o aumento de DAE (Figura 11 F) e queda de 4/C.
(Figura 9 F) em ambos porta-enxertos.

Apdls a segunda noite de recuperacdo g, e g; recuperaram-se em ‘Swingle’
(Figura 9 C e D) proporcionando aumento novamente em C.. Porém, somente ‘Swingle’
recuperou Anu.r.., indicando que a ndo recuperacdo de A,z €m ‘Cravo’ estd

relacionado com aspectos metabolicos.

4.2.3 Variacao da eficiéncia maxima de carboxilacdo (V. max) € da regeneracao da
RUBP (Jmax)

As variaveis V. 0U J,,q Mmostradas abaixo foram derivadas das curvas 4 x C..

Em plantas Cs, sob luz saturante, a fotossintese é limitada pela Rubisco. Em
valores de Ci acima do tipico para a espécie, a fotossintese serd limitada pela
regeneracdo da RuBP via transporte de elétrons e pela utilizagdo da triose fosfato
(SAGE, 1994; VON CAEMMERER, 2000).

A fotossintese pode ser limitada pela eficiéncia méxima de carboxilacdo ou pela
capacidade maxima de regeneracdo de RuBP numa faixa de variacdo de temperatura
entre 10 e 35 °C (ONODA et al., 2005; PIMENTEL et al., 2007). Vemax € Jmax NEO
possuem a mesma dependéncia da temperatura (FARQUHAR & VON CAEMMERER,
1980) e a relacdo entre estes dois processo muda com a temperatura e também com a
espéecie (ONODA et al., 2005; RIBEIRO et al., 2009b). Os valores de V.. .., 0bservados
para as plantas controle foram respectivamente 137,7 + 13,4 e 87,99 + 11,77 umol m?s™
e 0 de Jue 137,47 + 2521 e 129,75 + 15,75 pmol m? s respectivamente, para
‘Swingle’ e ‘Cravo’. Estes valores estdo na mesma ordem de grandeza dos observados
em citros por RIBEIRO & MACHADO (2007) e SYVERTSEN & LLOYD (1994),
porém maiores em relacdo aos publicados, também em citros, por PIMENTEL et al.
(2007).

Logo no primeiro dia seguido de frio noturno, em ambos 0s porta-enxertos
houve um decréscimo significativo (p<0,05) da assimilagdo maxima sob saturagdo de
CO; no cloroplasto (Amaxco2) € de Jue (Figura 12 A e C). ‘Cravo’ ndo recuperou 0s
valores de A,uco2 © Juax, MESMO apos 0 retorno da temperatura noturna a 20 °C

(recuperacdo) enquanto que ‘Swingle’ recuperou ambos, apds a terceira noite de frio.
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Figura 12- Variacdo da (A) assimilacdo méaxima de CO; (4,.4), (B) eficiéncia maxima
de carboxilacdo (V. .4), (C) transporte maximo de elétrons para regeneracdo de RuBP
(Jmax) € da (D) razdo Ju./Vemax €M funcdo da temperatura noturna em laranjeira
‘Valéncia’ enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro ‘Swingle’, sendo o dia 1
controle (20 °C), dias 2 a 4 frio noturno (8 °C) e dias 5 a 6 retorno da temperatura para 20
°C. Simbolos indicam a média de cinco repeti¢des (+ desvio padréao).

Também em ‘Cravo’, ndo houve recuperacao da abertura estomatica (g;, Figura
9 C), mas recuperou parcialmente g; (Figura 9 D). Durante a execucdo da curva 4 x C,,
com o aumento da concentracdo de CO, no ar e no cloroplasto, é esperado que haja
recuperacdo de A4,...co2, Se a limitacdo da fotossintese for somente de ordem difusiva.
Porém, em ‘Cravo’ a ndo recuperagdo de A,.co> deve estar relacionada também ao
metabolismo da fotossintese (Figura 12 A). De fato, ao analisarmos V. € Jiax
observamos que ambos tiveram seus valores diminuidos (p<0,05) (Figura 12 B e C).
Vemax © Jnax decresceram, respectivamente 49% e 27% em relacdo ao controle a 20 °C.
Em ‘Cravo’ mesmo ap0s o retorno da temperatura noturna de 8 para 20 °C, ndo houve
recuperacgdo dos valores de J,,.. nem de V. ... (Figura 12 B e C). Na figura 9, observou-
se que 4 e g, [medido sob condig¢des normais de CO,, em DFFFA saturante (Figura 9 A,
C)] néo restabeleceram os valores do controle, mesmo apds o periodo de dois dias de

recuperacdo a 20 °C. A condutancia interna foi menor durante a aplicacdo do
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tratamento, mas recuperou-se apos o segundo dia de retorno a temperatura noturna de
20 °C (Figura 9 D). Estes resultados indicam, portanto, que a fotossintese em ‘Cravo’
foi afetada negativamente com a aplicacdo de frio tanto devido a fatores relativos aos
processos difusivos (g e g;) como metabolicos (V. max € Jmax)-

Fazendo-se a mesma analise em relacdo ao ‘Swingle’ observamos que 4,..xco2
teve um decréscimo grande (p<0,05) apo6s a primeira noite de frio, mas recuperou-se
ainda durante o tratamento, apos a 3? noite de frio e assim permaneceu até o final do
experimento, apos o periodo de recuperacdo (Figura 12 A). J,.. também teve uma
queda significativa (p<0,05) apds a 12 noite de frio, mas também se recuperou na 32
noite e permaneceu assim até o final do experimento a semelhanca de A,.u.co2,
mostrando uma relagéo positiva entre estas duas variaveis. A variagao de J,,,, deve estar
relacionada com a variagdo da atividade de enzimas do ciclo de Calvin, como frutose-
1,6-fosfatase (FBPase) e sedoheptulose-1,7-bisfosfatase (SBPase) (ALLEN & ORT,
2001; BASSHAM & KRAUSE, 1969; VAN HEERDEN et al., 2003; ZHOU et al.,
2007).

Vemax diminuiu somente na 3?2 noite (p<0,05, Figura 12 B), tanto em ‘Cravo’
como em ‘Swingle’, sob baixa temperatura e ndo recuperou-se, sugerindo que a
recuperacdo da Rubisco ndo ocorreu. A queda de V. ... apesar de significativa foi da
ordem de 16% em ‘Swingle’ em relacdo ao controle. Assim, em ‘Swingle’ a primeira
noite de frio afetou a fotossintese (4,..xco2) devido a fatores difusivos e metabolicos. Ja
na segunda e terceira noite de frio J,,., recuperou-se e A,...co> igualou-se ao controle.
Isto indica que a laranjeira sobre ‘Swingle’ adaptou seu metabolismo fotossintético ao
frio. Assim a queda de 4 observada nas medidas efetuadas na concentracdo normal no
ar de CO, a 1300 pumol m? s de DFFFA foi devida na primeira noite a fatores
difusivos e metabolicos e a partir da 22 noite de frio somente a fatores difusivos (Figura
9 A, C e D). Logo, apés o retorno da planta a 20 °C, no periodo de recuperacdo, g;
recuperou-se e A recuperou-se também.

Observamos que a razéo J,u./Vema €M ‘Swingle’ aumentou significativamente
(p<0,05) no dia de maximo estresse, ou seja, terceiro dia seguido de frio noturno, voltando
aos valores controle no segundo dia de recuperagdo (temperatura noturna 20 °C) (Figura
12 D). Em ‘Cravo’ durante os dias de baixa temperatura esta razdo manteve-se
praticamente constante devido ao 7. ... que ndo teve alteracOes significativas, porem apds
dois dias de recuperacdo houve aumento significativo (p<0,05) desta razdo acompanhado

de decréscimo do V.. (Figura 12 B e D).
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VariagOes de temperatura alteram o balango entre a carboxilagéo e a regeneragéo
da RuBP, afetando o estimulo do CO, a fotossintese. HIKOSAKA et al. (1999)
observaram que a fotossintese foi limitada pela regeneracdo da RuBP em Q.
myrsinaefolia exposta por um curto periodo a baixa temperatura, semelhante a resposta
observada tanto em ‘Cravo’ como em ‘Swingle’ apds o primeiro dia seguido de frio
noturno (Figura 12 C). Porém essa limitagdo em Q. myrsinaefolia, foi melhorada pelo
aumento da razao Ju/Vema COM aclimatacdo a temperatura baixa. ‘Swingle’ também
recuperou J,.. € com ele  A,...co> (Figura 12 C). De fato em algumas espécies, como
Poligonum cuspidatum € espinafre, por exemplo, quando crescem em temperaturas
baixas a razéo J,.x € Vema aumenta (ONODA et al., 2005; YAMORI et al., 2005).

Em resumo em laranjeira “Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro
‘Swingle’ o frio noturno afetou os componentes da fotossintese incluindo o transporte
de elétrons nos tilacdides, o ciclo de reducdo do carbono, e o controle da condutéancia
estomatica e condutancia interna ou do mesofilo. A queda de A4 foi relacionada tanto por
fatores difusivos (queda de g; e g;) como por fatores metabolicos (queda de V. uax, Jmax)-
A queda de g, parece estar relacionada com a queda de K;, que ocorreu durante o
tratamento de frio noturno e do efeito direto do frio sobre o estomato (ALLEN & ORT,
2001). Notou-se que em ‘Swingle’ houve recuperacdo de g, e em ‘Cravo’ ndo. A
recuperacdo de g, em *‘Swingle’ pode, em parte, estar relacionada com a recuperagéo de
K. Mas alguns autores sugerem que a queda de g, devido ao frio esta relacionada com a
quantidade de ABA enviado pelas raizes para parte aérea (ZHANG et al., 2008; ZHOU
et al., 2007) e com a queda do teor de citocinina na parte aérea (VESELOVA et al.,
2005; ZHOU et al., 2007).

Também se observou que J,... recuperou-se em ‘Swingle’ mas ndao em ‘Cravo’.
A regeneracdo da RuBP é descrita somente em termos de taxa méxima de transporte de
elétrons, do qual provém a energia (47P) e o poder redutor (NADPH). No entanto, sabe-
se que a atividade e quantidade de enzimas no estroma como bisfosfatases estromais,
SBPase € FBPase, podem variar sob frio e afetar o ciclo de Calvin (ALLEN & ORT,
2001; BASSHAM & KRAUSE, 1969; VAN HEERDEN et al., 2003; ZHOU et al.,
2007). Ambas as enzimas citadas sdo ativadas pelo sistema ferredoxina-tiorredoxina e
sob condi¢cbes Otimas, suas atividades sdo fortemente ligadas ao estado redox do
cloroplasto (ALLEN & ORT, 2001).

A queda de V... ocorreu nos dois porta-enxertos, porém de forma mais

acentuada em ‘Cravo’. O declinio da fotossintese apds frio noturno tem sido atribuido
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em parte a baixa atividade da Rubisco (ALLEN et al., 2000; ALLEN & ORT, 2001;
BERTAMINI et al., 2005).

ZHOU et al. (2007) observaram que espécies mais tolerantes ao frio apresentam
menor queda no teor de citocinina. Estes autores (ZHOU et al., 2007) sugeriram que a
queda do teor de citocinina pode ser um dos fatores fisioldgicos que explicariam
parcialmente os decréscimos de V.. ..., do conteudo e da atividade de Rubisco, uma vez
que a citocinina pode aumentar o teor de mMRNA relacionados a sintese e atividade da
Rubisco e FBPase (DAVIS & ZHANG, 1991).

Importante destacar que o porta-enxerto ‘Swingle’ caracteriza-se por melhorar a
performance de laranjeiras sob clima mais frio (POMPEU Jr., 2005). No caso presente
ficou evidenciado que o processo fotossintético em laranjeira “Valéncia’ sobre
citrumeleiro ‘Swingle’ foi mais tolerante a ocorréncia de frio noturno do que a mesma
laranjeira *Valéncia’ sobre ‘Cravo’. Estes resultados mostraram que o porta-enxerto
‘Swingle’, por intermédio de seu sistema radicular, transmitiu a parte aérea algum
‘comando’ ou substancia que influenciou a reposta da fotossintese ao frio noturno.
Outros autores também observaram que o sistema radicular afeta a resposta da
fotossintese ao frio. Por exemplo, o desempenho de pepineiro durante o frio foi
melhorado em plantas enxertadas sobre Curcubita ficifoliata Buché, uma curcubiacea
tolerante ao frio (AHN et al, 1999; ZHANG et al, 2008; ZHOU et al. 2007). A
caracteristica de tolerancia ao frio em Curcubita ficifoliata Buché foi relacionada com a
maior atividade de antioxidantes, menor quantidade de ABA, maior quantidade de
citocinina, menor queda de gs, maior V. ... € 4, em relacdo ao pepineiro sob frio de 7
°C. Em pepineiro enxertado sobre Curcubita ficifoliata Buché todos os efeitos do frio
sobre a fotossintese do pepineiro foram abrandados, evidenciando a influéncia do
sistema radicular sobre as caracteristicas de tolerdncia ao frio. ZHOU et al. (2007)
sugeriram que os sinais vindo da raiz (ABA e citocinina) estao relacionados a fatores de

protecdo da fotossintese contra os efeitos do frio.

4.2.4 Variacao dos teores de carboidratos

As determinacdes dos teores de carboidratos foram feitos em folhas coletadas ao
redor das 13:00 h, isto é, 7 h ap06s inicio do periodo luz. Os agucares soluveis (4S) sdo

representados pelos agucares redutores (glicose e frutose, 4R) e ndo redutores (sacarose,
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ANR), e os insoluveis pelo amido (4M). O conteudo total de carboidratos nas folhas
(AT) é constituido pela soma dessas duas fraces (47=AS+AM).

Em ‘Cravo’ houve um decréscimo significativo (p<0,05) de A4S e da sacarose
(SAC) na recuperacdo, ou seja, com o retorno da temperatura noturna a 20 °C (Figura 13
A e B), enquanto em ‘Swingle’ somente SAC diminuiu com o retorno da temperatura
para 20°C.

Houve um aumento significativo (p<0,05) de AM e AT ap06s o abaixamento da
temperatura noturna (8 °C) em “‘Cravo’, retornando a valores semelhantes ao controle

apos a recuperacao (Figura 13 C e D).
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Figura 13- Variacdo dos (A) acucares soluveis (4S), (B) sacarose (SAC), (C) amido (4M)
e (D) acucares totais (A7) em funcdo da temperatura noturna em laranjeira “Valéncia’
enxertada em limoeiro ‘Cravo’ ou citrumeleiro ‘Swingle’, sendo o dia 1 controle (20 °C),
dias 2 a 4 frio noturno (8 °C) e dias 5 e 6 retorno da temperatura para 20 °C. Colunas
indicam a média de seis repeticdes (+ desvio padrao).

Durante o dia o carbono fixado pela fotossintese é direcionado para sintese de

amido no cloroplasto ou de sacarose no citoplasma (DICKSON, 1991), sendo a primeira
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via acionada preferencialmente quando o crescimento é reduzido, ao passo que a
segunda via € mais ativa quando ha drenos ativos.
O amido é normalmente degradado durante a noite, sendo os agUcares resultantes
(acucares livres) convertidos em sacarose para manter a translocacdo de fotoassimilados
para os drenos ativos. Duas causas podem ser responsaveis pelo aumento do teor de
amido a noite em ‘Cravo’: 1) a baixa temperatura noturna inibiu a atividade das enzimas
de mobilizacdo de amido (LEEGOOD & EDWARD, 1996) e/ ou 2) sob baixa
temperatura houve reducdo da demanda por carboidratos devido a possivel queda no
crescimento (IGLESIAS et al., 2002; RIBEIRO & MACHADO, 2007). A queda de
demanda pode causar queda em A (IGLESIAS et al., 2002). O crescimento em citros €
praticamente nulo as temperaturas abaixo de 13 °C (REUTHER, 1973).

Por outro lado, no periodo de recuperacdo, apds duas noites a temperatura de 20
°C, o teor de amido em “Cravo’ diminui aos valores iniciais, ou seja, do controle. O
retorno a 20 °C deve ter ativado as enzimas de remobilizacdo de amido e o crescimento.
No entanto, no periodo de recuperagdo, em ‘Cravo’, tanto os agUcares sollveis como
sacarose ndo atingiram os teores observados no controle, possivelmente porque A
também ndo retornou aos valores do controle (Figura 9 A). Talvez este decréscimo
esteja relacionado com o aumento da demanda por carboidrato estimulado pelas
condi¢cdes mais favoraveis de hidrolise do amido e consumo de carboidratos soltveis
pelo crescimento reativado. Como ndo houve recuperacdo de 4 em “‘Cravo’ a fonte de
carboidratos para o crescimento foi por meio da remobilizacao de reservas e foi mantido
um menor teor de SAC em funcéo da translocacdo da folha para outras partes da planta.

Em relacdo aos citros, IGLESIAS et al. (2002) sugerem que a elevada
concentracdo de agucares, per se, induz a inibi¢do da fotossintese. No entanto, os teores
de sacarose e acucares redutores apOs as noites frias ndo diferiram do controle,
possivelmente ndo sendo uma das causas em ‘Cravo’ da queda em A. Entretanto,
RIBEIRO et al. (2005) demonstraram que a dindmica diaria de carboidratos em citros
estd mais relacionada a inibicdo ou estimulo da fotossintese do que aos valores
absolutos, i.e. concentracdo de agucares nas folhas (RIBEIRO & MACHADO, 2007). A
relacdo entre concentracdo de reservas e fotossintese tem sido verificada indiretamente
através de relacGes entre crescimento e producdo de frutos e atividade fotossintética em
plantas citricas. Dessa forma tem-se encontrado maior atividade fotossintética quando
ha aumento na forca de dreno das plantas, sendo essa conclusdo proveniente de estudos

em que O crescimento da parte aérea foi manipulado pela remocdo de ramos
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(SYVERTSEN & LLOYD, 1994) ou de estudos em que as plantas foram desbastadas
(SYVERTSEN et al., 2003).

Em ‘Swingle’ os teores de A4S, AM, SAC e AT mantiveram-se igual independente
da temperatura noturna (Figura 13). Ou seja, se em “‘Cravo’ houve um aumento no teor
de AM devido a queda na remobilizagdo em funcdo da diminuicdo da temperatura
noturna, 0 mesmo ndo aconteceu em ‘Swingle’ sugerindo diferentes sensibilidades das
enzimas. Porém, apds o retorno das plantas para temperatura noturna de 20 °C, os teores
de AS e SAC foram menores em relagdo ao controle, e o de AM maior que o controle
(p<0,05) (Figura 13 C). Desta forma, os AST ndo apresentaram variagdo. A menor
variacdo dos teores de carboidratos em ‘Swingle’ podem estar em parte relacionados
com a menor variacao de 4, que apresentou uma queda relativamente menor durante o
periodo de tratamento de frio noturno, além de recuperar-se no periodo de retorno da
temperatura a 20 °C (Figura 9 A).

5 CONCLUSOES

a) A ocorréncia de baixa temperatura noturna causa queda na fotossintese em laranjeira
‘Valéncia’ sobre limoeiro ‘Cravo’ e citrumeleiro ‘Swingle’ devido a seus efeitos
inibitorios sobre os processos difusivos e metabdlicos.

b) Sobre ambos os porta-enxertos, a queda de 4 em laranjeira “Valéncia’ em funcao do
frio noturno relaciona-se com a queda da condutancia estomatica (g;) e interna (g;). A
queda em g, por sua vez, em parte, é devida a acdo direta do frio sobre as células
estomaticas e em parte devida a queda na condutancia hidraulica da planta (K;).

c) Em laranjeira “Valéncia’ sobre ‘Swingle’, a temperatura noturna baixa causa queda
na eficiéncia operacional (F,/F,’) e aumento na dissipacdo ndo fotoquimica (NPQ),
porém sem limitar a fotossintese, caracterizando-se como mecanismos fotoprotetores.
Em laranjeira “Valéncia’ sobre ‘Cravo’ ocorreu fotoinibicdo, ou seja, o decréscimo da
eficiéncia quéantica maxima do fotossistema Il (F,/F,,) no dia de estresse maximo, queda
em F,’[F,,’ e aumento em NPQ devidos ao resfriamento, mas estas variaveis ndo séo as
responsaveis primarias pela queda de 4 e sim uma consequéncia.

d) Em laranjeira ‘Valéncia’ em ambos 0s porta-enxertos sob baixa temperatura, 0s
decréscimos na assimilacdo de CO, maxima sob condicdo de saturacdo de CO,

(Amaxcoz), na eficiéncia maxima de carboxilagdo (V...) € na taxa maxima de
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regeneracdo de RuBP (J,..,) indicam que os processos metabdlicos da fotossintese séo
afetados. No entanto, a intensidade dos danos é diferente em cada porta-enxerto. Ou
seja, em ‘Cravo’ as variaveis 4, g, gi, Vemax € Juax, foram baixas durante todo tempo de
tratamento sob baixa temperatura (3 dias a 8 °C) e ndo recuperaram-se com 0 retorno
das plantas a temperatura de 20 °C. Em ‘Swingle’ a queda de 4, g, g Vemax € Jmax S0
relativamente menores e recuperam-se ap0s o retorno das plantas a temperatura de 20
°C.

f) Durante o periodo de tratamento com frio noturno, o teor de amido na folha aumenta
em ‘Cravo’ devido a provavel reducdo do crescimento e queda na sua remobilizacdo
noturna e durante o periodo de retorno da temperatura noturna para 20 °C, com a
reativacdo do crescimento e aumento da demanda de carboidratos, novamente o teor de
amido decresce.

g) Sob baixa temperatura noturna (8 °C), o porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’
conferiu a laranjeira “Valéncia’ maior toleréncia da fotossintese em relacdo ao porta-
enxerto limoeiro ‘Cravo’, pois a assimilacdo de CO, tem menor queda sob o frio e tem

capacidade de recuperacéo apds retorno a temperatura noturna de 20 °C.
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