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1. INTRODUCKO

L busca de gendtipos mais produtivos tem sido o
ocbjetivo de vdrias instituiebes de pesquisa que trabalhap c¢onp
feijigo. No entanto, muitos trebalhos tém =s=ido feitos sen
praticamente nenhum controle ambiente, com o0 objetivo final de
selecionar o8 materiais mais produtivos, de elevads
adaptabilidade fisio-ecoldgica. Esse tipo de trabalho demanda
muita mBo-de-cbra e os resultados, muitas vezes, s8c mascarados,
pecis, em condigebes de campo, as variagdes ambientais s80 nmuite
grandes.

Foi com essa preccupag@dao gqgue Se procurou
direcionar o© presente trabalho, usando-se a técnica de
determinaeZo da fluorescéncia mfnima {(Fo), mdxima (Fm), terminal
(Ft) e varisdvel (Fv) da clorofila a, além das efici®ncias
fotoquimicés (Ef), do "Quencher" {ou extintor) {(Eg) e da
liberaefio de 0p Pelo processo fotossintdtico.

& utilizagq3o do nmeé&tode de emissao daz



fluorercé&neda, 1ip viyg, da clorofila, visou selecionar gemndtipos
com caracterlisticas sevelbentes 2s da cultiver Carioce,
reconhecidamente mais produtdiva e de melhor estabilidade
fenotipica.

£ exploragZo da técnica & apenas parcial, visto
gue 0 seu completo domInio, para uma conclusio final sobre sua
validade, demandsard outros trabalhos que permitam testar, comn
maior rigor, sua aplicabilidade na avaliagfo de variabilidade

gendtica das plantas.



2. REVISKEO DE LITERATURA

2.1. Fotoqulimica e Fluorescéncia

A realizaedo do processc fotossintédtico resulta de
trés estddios bdsicos, sendo o primeiro representado pela fase
fotoquimica na gual ocorre a captura dos fétons, or;egundo pelza
transferépncia de eldtrons azcoplada 2 formzefo de ATP e 2 reduefo

do NADP e MNADPE p, ¢, finalmente, o terceiroc estddio que

compreende as reagdes bicqulmicas envolvendo a incorporag3o de
CO0» em carbeidratos (NOBEL, 1974),

0 processe fotogquimico ocorre nos sltios
denominados Centros de ReagBc, presentes nas membranas tilacocides
dos elqroplastos, com organizaeBo e posicionamento bem definidos
(MATHIS & PAILLOTIN, 1981; BARBER, 1983),.

Os Centros de RegeZo 380 constituldos por uma
fragio dos pigmentos fotossintéticos {aproximadamente 1%), que
sdo grupos de moléculas especializadas de clorofila A4,

organizadas, possivelmente, con dimercs ou combinaglo de



de clorofila associadas a prote?nas especfficas,

002
Pigmento ZNAPDPH
2RADP~‘:::>
8(72)

Fétons
Pigmentos 02
Excitados H20 CHEO} + H20

Estadio fotoquimico Estadio de trang Estadio

fer&ncia de ele Biocquimico
trons e formagio
acoplada de ATP

Fig. 1. Esquema do processc fotogufmico acoplade 2 assimilagdo do
COs (woBEL, 1974).

Para a realizagedo do processo fotoquimico, que
ccorre no centro de reaefo, a luz precisa ser captada, sendo uma
funeﬁolrealizada por conjuntos de plgmentos absorvedores da
radia¢@oc luminosa, organizados na estrutura denominades zntensa
(CLAYTON, 1£80; HALL & RAO, 1981; MAGALELES, 1985). Esses
pigmentos compreendem, principalmente, as clorofilas "g" e vh",

bem como os vdrios pigmentos acessdrios, Dos pigmentos

cclhedores de luz, a energia de exzcitae¢Bo eletrdnica, resultante



da absoredo da luz, & transferida parz o centro de reselo (MATHIS
& PAILLOTIFK, 1981; EILLER & GOODCEILD, 1981; GLAZER, 1981).

0 Centro de Reaeﬁo.; oz conjuntos de pigmentos que
compdem a antena formazm a unidade fotossintética (PSU)
representada por um nilmero miInimo de moldculazs de clorofila
envolvidas na absorefo de 1 (um) gquantum de energies (SCHIMID &
GAFFRON, 1968; MATHIS & PATLLOTIN, 1981; MALKIN et alii, 1981).

Apds a absorefo da luz (excitaeSo) pelas moldculas
de clorofila, os eldtrons que receberam a energia passanp do

estado estdvel ou fundemental (8g) Pare os estados excitados

singlet 1 {(S,) ou singlet 2 (S»), dependendo dsa energia do

gquantum absorvido.

Apbs a execitagBo eletrdnica acontece a
desexcitagZo das moléculas, que pode ocorrer por diferentes
processos: a) desexcitaefoc nfdo radiativa, con emissSo de calor;
b} emiss3o de fluoresc®ncia; ¢) transferncia de energia ou
elétrons para moléculas de pigmentos ocu ocutros compostos
associados aos Centros de ReaeSc (BUSCHMANN et alii, 19814).

Se a energia radiante absorvida por uma folha nSo
foer utilizada para realizar fotossIntese (trabzlhe fetogqufmicol,
serd convertida em calor e fluoresc&ncia. 0 balango de energis
do processo resulta em: Ea (Energia absorvida) = Ef
(fluorescéneia) + Ec {calor) + Ef (fotoss?ntese).

Portanto, guando a fotossIntese ¢ mdxima 2 emissSo
de fluoresééncia e a liberagdo de calor =s%0 winimos, do
contrdrio, se a fluoresc®ncia e emiss3o de calor aumentam, o

rendimento quintico fotossintético ¢ reduzido (BUSCHMANN et alii,



1984), © aumento de fluorescencia ¢ observado quando se aplica
urm inibidor fotoesintético, como o Dichlorophenyldimethylurea
(PCMU), que bloqueia o transporée fotossintético de eldtrons,
entre o extinter (Q) e a plastoquinonz (PG},

0 trago tipilco da cinétice de indugZo <da
fluorescéncia da clorofila A, de umz folha adaptadaz ac escuro nza
temperatura ambiente (20-300C), € mostrado na figura 2.

0 sinal da fluoresc®ncia exibe fases
carascterfsticas, com nlveis de fluorescéncia denominados ¢, I, D,
P, S, M, T (KRAUSE & WEISS, 1984), O nivel 0 (Fo) significa um
valor minimo de fluoresc&ncia, observado apds um perfcdo escuro,
guandoe todos os Centros de Reaglio do PSII estBc mabertos®
(moléculezs de quinona (Q) nZoc reduzidas). Admite-se gue o nifvel
Fo representa emiss8o de fluorescéncia por meoldeulss de clorofils
L excitadas da antenza,; que ocorre antes dos excitons (eldtrons
ejetados das moldculas ao nfvel da antena) terem migrado para os
Centros de Reagd@o (MATHEIS & PATLLOTIN, 1981), O exame do sinal
da cindtica rdpida (Fig. 22) mostra que, a partir de Fo a curva
de induedo continua a crescer rapidamente atéd o pico P de
fluorescénecia mdxima (Fm), significando gue as moldculas Q=
receberanm eldtrons do P3II e reduziram-se, Este aumento rdpido
mostra duas fases: na primeira um ponto mdximo denominado
inflexdo (I}, seguido por depressZo (D) em umas segunda fase. Fv
é a fluorescéncia varidvel e representa o incremento entre Fo e
Fm (Fv = Fm « Fo). O valor Fv origina-se de pigmentos do PSII, e
¢std correlacionade com a disponibilidade de woldculas Quinonas
(@) receptores (DUYSENS & SWEERS, 1963, citados por OQUIST &

WASS, 1988),
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Fig. 2. Sinal caracteristico da cinética de indugZo da

"fluorescénecia de uma folha adaptada ao escuro (t = 30
min). A - Cinética rapida; B - Cindtica lenta.

Adaptado de Oquist & Wasa, 1988,



£ cinétice lente da {luoresceneie {(Fig, 2B}, cue
se iniciea em P, apresents ure fzse¢ de extingfc rdpida S, seguids
de um zumento (M) proveniente- de fluocresclneisz secunddris
eriginada, provavelmente, da transferdncia de energia entre
pignentos, A emissBo novemente decai até atingir um estado
estdvel ou terminal T de extineBEo midxime.

A cipdtica lenta da fluorescéncis depende, além do
estado redox de Q, tazmbén de mudaneas conformacioneis provocadas
relo gradiente de pHE na membrana tilacoide e, enm wmenor
intensidade, de fosforilae®o do complexo "elorifila~proteins
colhedores de luz® (LECP)(MATHIS & PAILLOTIN, 1981). 0 oxigénio
tambdn pode receber elédtrons da cadeia de transporte de eldtrons,
tendo efeito competitivo sobre o estado de oxidagio de Q,
influindo &ssim sobre & capacidade extintora de 0 (FRAZEER et
alii, 1987).

Nos #ltimos anos mediq@qdes da emissBo de
fluorescé&ncia pele clorofila A& vem sendo intensamente utilizada
em vdrios estudos de fisiologia vegetal. Destacam-s5se sus
utilizaeZo na determinag¢Bo da rea¢fo de plantas a herbicidas 4do
grupo ureia (FEDTKE, 1982; BARRIS & CAMLIK, 1988), na avaliagido
do tamanho das unidades fotossintdticas (MALKIN & FORK, 1981), um
possivel uso como método para monitoramento de respostas
fotossintéticas a estresse hldrico (OGREN & OQUIST, 1985), de
diseriminagio de plantas resistentes so frio (BARNES & WILSON,
1984; SUNDRBOM & OQUIST, 1982), e de avaliagZo do balango
nutricional com interesse especial para cdtions {BAKER, 1978},

As vantagens da determinaeio da fluorescéncia sfo,

principalmente, 2 portabilidade dos equipamentos atuais, =seu



custo relativanmente balxo, fecilidade de nmanuseioc € obtengifo

rdpida de dados,

'2.2. PRendimento Quéntico

G rendimento quBntico (0) representz a eficiéneis
de utilizaedo de luz pela fotoss?ntese, indicado pela razio entre
© nimero de moles de O, jipherados (ou de COp fixado) por mol de
fdtons absorvidos pelo aparelho fotossintdtico, na zusdneia dsa
fotorrespiragio (EVANS, 1987; BJCORKMAN & DEMMIG, 1987). 0
rendimento gquéntico mdximo somente pode ser cbtido em baixos
valores de densidade de fluxo de fdtons, condieles em gue &
intensidade da fotossintese é proporcional & qguantidade de luz
incidente. Portante, o© rendimentoc qufintico poderd ser aveliado,
graficamente, atravds de inclinaefo inicial da curva de resposta
da liberagdo de O, 2 nfveis crescentes de radiszedo.

Se as fragdes de luz refletida e transmitida n3o
forerw levadas en copcsidera¢do, ¢ gue se obtédm, na verdade, & o
rendimento gulntice aparente, 0 rendimento guéntico real &
caleculade utilizando apenas a luz fealmente abscrvida pelo tecideoe

(LONG & HALLGREN, 1985),

2.3. InteragBo FotossIintese Respirzelo

A equagBoe emplrica bidsica da fotossintese,

representada por: nCCs + 2nH20 + 1uZ cewwww > {(CH20)n + nQOp +
anO, mostra que, no cleoroplasto, a rezeBc envolvendo 4dgua e

CO02, wutilizando a energia da luz, produz carbeidratos, (csee)n e



gz
0 protesso respiratdric @ reprezentedo pelz equagio:

(CH20)n + n02 + nH20 wwew-- > nCOp + 2nRp0 + energisa,

Tento as repggdes da fotossintese como da
respiraoa®c¢ produzem quantidades de COC2 & de Op2
esteguiomdtricamente idénticas. Existem, pordm, evidénecias sobre
o efeito irnibitdrioc da luz ne respiraefo mitocondrizl envolvendo
o ciclo dos dcidos tricarbox?licos (GRAHAM & CHAPMAN, 1979).
MANGAT et alii (1974) mostraram que, em znmbiente livre de CO2» @
respirageio mitocondrial em cdlulas sutotrdficas era cquase
totalmente suprimida por altos nfveis de ATP no citoplasnmea. Em
condieBes ambiente normaeis, todavia, & respiraeBo pitocondrisl,
na luz, difere pouco da respiragBo no escuro, 8 mesma temperatura
(FARQUHAR & CAEMMERER, 1982).

0 consumo ou a liberagdo de 05, pem como de CO»,
podem resultar de outros processcs bhicgulmicos, em especial
fotorrespiraeio, reaedo de Mehler ou oxidagZo de fendis, que
interferenr nz esteguiometria dos processos fotossintético e
regspiretério.

Na fotcrrespiragfZo ccorre a absorefo do oxigénio e

a formagioc de COp €W reaeles associadas c¢com & fotoss¥ntesze, Para

cada 1/2 mol de CO» 31iherado, um mol e meio de O2 sBo consuridos

no processe fotorrespiratdrio, =sendo up mel para cada mol de

glicolato formado e meio mol na sua oxidagZo a glioxilato. Esta

alta taxa de consumo de 02 ¢ baglanceada pelz sua prépris

liberagdoc durante a redugZo fotossintética do 3-P-(licerato.

(TOLBERT, 167%). Sabendo-se qgue, nas reagdes fotogulvicas a

liberagdo de O, gstd4 acoplada & produgedoc de ATP e NADPH, que

10



gerBo cornsupidos nos processos fotorespiratdrio e fotossgintético,
o balango final resultante da integraelo do ciclo fotcoasintdtico

=

de redueBo do carbono {(PFCR) e do cielo fotorrespiratdéric de
oxidael%o do carbono (PCOY & de um mol de 0p consumido por mol de

COr 14berado (TOLBERT, 197¢; FARQUHAR & CAEMMERER, 1982).
TOLBERT (1976) e FARQUHAR & CAEMMERER (1982)

mostraram que no processo fotossintético a razfo COs5 sonsumido e
pp liberado ¢ muito préxima da unidade. Porém, TOLBERT (1979,
1980) relats gue no processo fotorrespiratéric, pela sua
dependéncia da luz, temperatura e concentraedes de Op e COp» ©
pelas interaefSes miltiplas das reaedes metabdlicas competitivas
laterais, como peara formae8o de glioxilato, glicina, serina e P-
glicerato, torna-se diffcil gquantificar precisamente o total de
02 consumido e de COp liberado.

Qutro processoc gue consome 02, denominado "ReagBo
de Mehler", consiste na oxidae3oc do receptor (ou receptores) de
eldtrons do fotossistema 1. Esta absorefo do O, pesylta na perda
da capacidade fotossintética potencial. A absoreZo do 0p: NA&
reagdio de Hehler, results ew umz produgBo igual de 0, pelo
fotossistema 2, com a trocs lIquida de Op igual a2 zero {TOLBERT,
1980; WALKER, 1886).

Quanto a oxideedo de fendis, catalizada ou nZoc por
enzimas, parece ndoc ser t8o0 importante em tecidos intactos, mas
sim em homogenados utilizados para purificagfo de enzimas (BUTT,

1980) .
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3. MATERIAL E METODOS

3.1, Medigfes da Fluoresclnciz da Clorofila &

Az medieles foram feitas utilizando-se detetor de
fluorescéneia Hansatech Ltd, wmodelo LD2 (Inglaterrsa), com-fonte
de luz de intensidade ndxima de 235 uM/m2.s de fluxo de fdtons
{medido com quantdmetro de LI-COR - Nebraska), ao nfvel do disco
foliar., Esta fonte de luz apresenta pico de emissBo en torno de
660 nnm, com faixa de expectro entre HU40-680 nwm. Entre z folha e
o detector de fluoresc®ncia o aparelho apresentia um Filtro de
interfer2ncia com éanda de corte centrada em 7480 + 10nnm,
permitindo a2 passagenm de parte do sinal da fluoresclneia, mas
excluindo a luz actinica ou de excitagio. A radizgidao da
fluorese8ncia gue atravessa o filitro de interferénecia 4 detectada
por fototransistor que, apds amplificaeioc do sinal, o retén nsa
memdria do prdprio aparelho {(ver Figura 3),. Esse pode ser
enviado tantas vezes guanto necessdrias para o registrador

potenciométrico, ou osciloscépio, ou wmicrocomputador. Ko

12



presente caso utilizou-se de um registrador potenciopdtrico e um
oasciloscépio,
& temperatura da cBmaera porta-znostra ¢ nmantids

sproxinmadamente constante, atravées de circulaeio de dgue com

controle preciso de temperatura.

3.2. Cultivo das Plantaes pare os Experimentos 3.3; 3.4; 3.5 e 3.6

Foram utilizadas sementes ds cultivar Cariocz-80,
plantadaes em vascs de pldstico com capacidade de aproximadamente
3:0 kg de soclo. Para a aduba¢fo utilizou-se z fdrmula L4-14-8, na
guantidade de 2,7 g/vaso.

As plantss foram cultivadas em casa-de-vegetagio
com variaedo de temperatura noturna-didrna entre 150 e 300C,
Foram utilizsdos 10 vascs c¢com trés plantas por vaso apds o
desbaste, realizado logo apds & energéneias das plantas.

As folhas foram coletadas senmpre do 3¢ nd da haste
principal, procurando~se, assim, trabalhar com folhas de idades
aproximadas.

As folhas foram coletadas na casa-de-vegetagdo,
sendo o pecloleo imediatamente introduzido em um copo com dgusa
destilade e conduzidas para o laboeratdric para as medieles., NEo

foram consideradas repetieles para estes experimentos.

13
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Folha da planta (disco foliar)

Eletrodo de Clark {(conc. de oxigénio)

Filtro de interferéncia. Deixa passar parte da fluoresecéncisa
(Banda 740 + 10nm)

Detector da fluorescéncia (fototransistor)

Fonte de luz actinica (Leds)

Caixa amplificadora do sinal procedente do 2letrodo de Clark
Caixa amplificadora do sinal procedente do detector de
fluoresc8ncia, com memdria para guardar o sinal

Caixa controladora da fonte de luz

Registrador potenciométrico.

* - L] * - - »

W0 oo -3 v e W A =
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Fig. 3. Desenho do sistema de detecelio da fluorescéncia e do

oxigénio.
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3.3, Efeito ds Tewmperatura na Determine¢lo da Cindtica de Induglo

da Fluoresc8neia

Discos foliares foran retirados ¢ iredistarente
imersos em soluefic de DCHMU 20 yM, contendo espalhante zdesivo
agral [Nonil fendxi poli {(etilendxi) etanoll 2 1%2. O material
fol subrmetido a2 vldcuc (20 peil) por um minuto er urp dessecador,
sendo 30 segundos de vdcuo seguido de despressurizaelo, mais 30
segundos de vdcuo e novamente despressurizaefo. Apds a splicagdo
do vdcuc os discos follares permaneceran aproximadamente 30
minutos imersos na scluefo para pernitir melhor absore¢So do DCMU.
Estas etapas foram rezlizadas em condieBes ambiente sob baixa
luminosidade,

Em seguida um dos discos foi rermovido da solueSo,
enxugado em papel toslha fino e levado para a deterrinaeZo do
sinal da fluorescéncisz.

s diferentes temperaturas impostas durante as
medieles foram 10, 12, 25, 35 e LOOC., ©Estes niveis tédrmicos
foram obtidos variando a temperatura do circulador de dgua
conectado 4 c@mara porta-amostra. Entre uma temperatura e outra
esperou-se en torno de 15 minutos para gue o sistemz disco
foliar-c8mara porta amostra aleansasse o equilfbrio. A radiagBo

fornecida para a excitae¢fo foi de 235 ﬁM n-2,8~1,
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3.4, Efeito do Tempo de AdaptagZo ao Fscurc ne Cindtica de

Induefo da Fluoresclncia

Parz 8 resliraefo do teste, um disco folisr foi
colocado na clmara portez-amostra e os tempos escolhidos para o
estudo da adaptaedo ac escuro, na prdprie cfmzra, foram de 1, 5,
15, 30 e 60 minutos, Em seguide, a luz setinica (235 Wnp-2.5-1)
fol fornecida € o sinal de fluorescéncia mantido na memdria do
aparelho sendo, posteriormente, enviado para o registrador

potenciométrico,

3.5, Cirmdtica de Induedo da Fluoresc®necia Induzida por Diferentes

Pensidades de Fluxo de Fdtons

As densidades de fluxo de fdtons escolhidas para a
indueBo da fluoresc8ncia fcoram de 45, 80, 130 e 235 p¥n=-2,8-1.

0 disco foi destacado do follolo e transferido
para a clrmara porta-amostra para um periodo de adaptaelio 2o
escuro de 30 minutos antes da exposiefo & luz para a excitagio.
0 singl de fluorescéncia resultante foi armazenado na memdris do
aparelho e, postericrmente, enviado para o registrador

potenciométrico.

3.6. Cindtica da Indugefo da Fluoresc®nciaz em Discos Foliares

Tratados e n8¢ Tratadcs com DCMU

Discos foliares foram removidos do follolos do
feijoeiro e colocados em placa de Petri contendo solueSo de DCMU

20 uM. 0 material foi deixado para embebige3o durante 24 horas,
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er condieles ambiente de temperatura, 0 disco foi retiradoe da
scluedo, enxugado com papel toszlha macio, introduzido na clrera
porta~amostra e deixado por 10 minutos parz o estabelecimento do
equil?brio com o amblente da cfrare., & luz actinica foi ligada e
o sinal registrado durante ur minuteo. Em seguida & 1luminaglo foi
desligada, guardado unm perlodo de escuro de 30 minutos, e
novamente acionada 2 luz, registrando-ce o sinal apds este novo
tempo de asdaptaeBc ao escuro,

0 disco foliar n8o tratado fol retirado de outro
follolo da mesma folha utilizada para o tratamentc com DCMU, e
deixado em 4gua destilada nas mesmas condiedes ambiente em gue
foi mantido o disco tratado. A primeira leitura da emissfo de
fluorescéncia ocorreu apds um (1) minuto de adaptaedo aoc escuro,
quando 2 luz foi ligada e ¢ sinal registrado por unr {1) minuto.
Em seguida a luz foi desligada, e apds 30 minutos de nove

adaptaefio ao escuro, nova medida foi feita.

3.7. Determinagio da Cindtica da Indugio da Fluoresceneiz e do

Balaneo de 0Op €m 13 CGendtipos de FeijEo

3.7.1. Me&todo usado para medir a liberagdo de 0,

A liberag3o de Op Pela fotosslintese, ou o seu
consumo pela respirageio, foram guantificados cowm o uszso de um
eletrodo de Clark devidamente calibrado, conectado a uma ¢Zmara
porta amostfa {BEansatech Ltd).

0 eletrodo foil preparado segundo recomendagdoc do

fabricante. O anodo (prata) e o catodo (platina) foram ligados
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por uma ponte eletrolltica de solugloc de tloreto éde potdssio
saturada, colocada nume depressfo espec?fica pare tal finalidade
e revestido por uma membrana de-Polytetrafluoroethylene (PTFE),
Para assegurar a polarizagBo do eletrodoc foi necessdrio um
pertfodo de estabilizaeBoc de 2 2 3 horas.

0 sinal de salda do equipamento, em mv, pode ser
lido diretamente no mostrador do aparelho, enviado a um
registrador potenciométrico, ou mesmo itransferido para
microcomputador atravds de uma interface. No presente caso a
leitura do sinal foi feits diretamente, € tarbédnm registrado en
potencidmetro. Posteriormente, usando fator de calibraglio, o
sinal em mv era convertido em concentragfo de 05,

Mesmoe na aus&ncia de 0z 8s reaeles eletroquimicas

geram uma pequena "corrente residual"; deste modo, para uma

calibraeio exata, esta discrepfncis entre "0y 2€ro" e o "zero

eldtrico", deve ser eliminada.

3.7.2. Calibragdo do eletrodo

A calibrag¢fo consistiu, primeiramente, em reduzir
& concentragefo de oxigé&nio na superficie do eletrodo para obter o
zero., Pare isto colocou-~se sobre ¢ eletrodo uma gota de dgua
destilada contendo alguns gr&nulos de ditionito de s8dioc, para

eliminar o Oy, 3 peagfo que se processa & a seguinte:

KFapS20y + 02 + HpC -eew-a > NgHSOp + KaHSO03
0 eguipamento possui um dispositivo que, uma vez

acionado, mantém o verdadeiro zero (elimina 2 corrente residual)
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mesro apds & solugZo de diticonito ter sido rerovida e o eletrodo
lavado por 2 ou 3 vezes con Agua destilada. Com & rewoglio do
ditionito e o catodo exposto, o sdnal gerado refletird o conteldo
de 0p do ar (21% de 0p). 0 eletrodo, assim preparado., foi

colocado cuidasdosamente na clmara.

3.7.3. MedieZo do 0p de um disco follar

Em um sistema fechado, a gquantidade de O depende
da sua press8o parcial e do volume da c8rara, sendo necessdrio
portanto, a sua determinaceio, Entes de estimar ¢ volume da
¢cémara, é necessdrio prepard-la, introduzindo alguns dispositivos
conro disco metilico e esponja de nailon, com finalidades
especlficas citadas por WALKER (1986). A esponjza de nzilon &
saturada com um (1) ml1 de sc0lueBo tampB0 {ume parte de tampio 0,4
M de borato pH 9,0 e duas partes de solugfio de bicarbonato de
sodio 1,0 M), previamente ajustada para pH 9,0 pela adiglc de
carbonatoc de sodio equimolar, cuja finalidade & repor o CO>
absorvido pelo tecido, mantendo a suas concentragdo
aproximadamente constante.

0 disco feliar ¢ introduzido e 2 clmara fechada.

Nestas condigTes & feita a leitura L4 no mostrador do aparelho.

Em seguida, com uma seringa, 1,0 ml de ar ¢ injetado na c&mara

para a obtengio, apds a estabilizaeBo, da leitura Lp- Com as

lJeituras L1 e L2 faz-se o cdlculo do volume v da c8Bmara (WALKER,
19867,
v = Li/L2-L1

Como j& visto anteriormente, com a remogeio da
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solugBo de ditionito do eletrodo ¢ sinal enm mv gerado deverd
corresponder ao conteddo de 0p ¢¢ ar, ou seje, 21% ewm voluve.
Aessim, nas condigebes normais «e temperatura e press%o, a
quzntidade de 0p €O 1.0 ml de ar & de 210 ul ou 210/22.414=9,37
prol {(sendo 22,414 o volume ocupado por um (1) mol de gualquer
zdse nas CHNTP). Erm quslqguer outra temperatura (T) a quantidade
pode ser caleculede nmultiplicandec-se ©.37 por 273/(273+T).
Considerando-se o0 volume totzl da clmara (v) =

quantidade (Q) total de O, gers

Qo2=k®*yv em ploles de OE/V'
onde k=0.37%(273/(273+T)

Desta quantidade Q0,5 regulta o sinal L1 1lido

inicialmente, indicando que a relagfo Qop/L1 serd o fator que,

multiplicade pela leitura em qualquer tempo (diferenga entre uma

determinada leitura num tempo t, 5 minutos, por exemplo, e L1)

fornecerd a taxa de 02 liberado ou ¢onsunido naquele momento

dentro da cBmara.

Encontrada a taxa de 02 liverado ou absorvido por

um disco de 10 em2, por hora, calcula-se & taxa corrigida, em uM

de Op/p2/s, pela eqguaedo:

Moles Os/p2/s=uM/hora/disco x 10000/3600 x 10

0O eletrodo de Clark 8 muito sensivel a variaeTes
de temperatura gue por esta razBo deve ser muitoc bem controlada,
Nesse caso, para o seu controle, a cémara possui uma jaqueta por
onde c¢circuls 32dgua, proveniente de banho c¢com controle

termostitico.
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3.7.8, Cultive dazs plantas para o experimento

Considerando as dificuldades operacionais para as

determinaefes das trocas de 0z © erissZo da fluoresc@ncia,
simultaneamente, nos 13 gerdtipos selecionados, Gs'testes foram
realizedos em grupos de ¥ gendtipos, com 3 repetiedes pare cada
um, tendo sempre a cultivar Caricca coro testemunha (Tabela 1),
As sementes para o plantio foram cedidas pelo Centro Kacionsl de
Pesquisa em Arroz e Feijdoc (CNPAF), de Goifnia (GO}, Para
garantir a pureza dos gendtipos &s sementes procedentes do CNPAF
Foram plantadas em casa de vegetagBo, sendo cada planta de um
mesmo gerndtipe colhida separadamente. Assim, parz o experimento
foram utilizadas senmpre sementes procedentes de ume mesma planta,.

O plantioc dos gendtipos para as determinaedes de
O e ga fluorescéncia fol feito ern casa~de~vegetagdo com controle
de temperatura ambiente. Foram utilizados vasocs com capacidade
de aproximadamente 3.0 kg de solo. Como adubo utilizou~ze a

farmula 4-148-8 na quantidade de 2.7g/vaso.

(]

.7.5. HMedieZo da libera¢do ou consuno de O, pelo disco foliar

dos gewdtipos

Para a reaslizaefo das medieles de cconcentraeles de
ppr @s folhas, totalmente expandidas, foram destacadas da planta,
sempre do 30 nd da haste prinecipal, sendo transportadas para o
laboratdrio com os peclolos imersos em 4gua, onde permaneceran
por 5 minutos até a retirada dos discos. Esse tempo fol utilizade
para assegurar equil?bric com as novas condigles de temperatursa

do laboratdrio. ¥a clmara, apds o fornecimpento de luz, o disco
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Tabela 1. Gerndtipos utilizedos, sgrupados em 4 grupos, tendo en
cada um o Cariocca, gue serviu como comparaedo. SE&o

nostradas as dates do plantio e ds medigBo.

e W A W e R R B G T A W IR M e G W N R G M M R e SR S e B T MR R MR SR G e ED NS G B WA R T S e e N G W W PR T e R R W NS e e

B R o e

Cariceca-~80 11/11/788 8/12-11/12/88
CEF 0480 (Honduras 35)
CHRF 5455 {(IPA 6)

CNF 4544 (A 295)

Carioca-80 21/04/789 13/06-15/706/89
CHF LBLL {LM 21307-0)
CHF 48h2 (LM 21303-0)

CHF 4600 (LM 00252-0)

Caricca-80 0s/05/8¢ 13/06-15/06/89
CHNF L7786 (LM 30030-0)
CHE B547 (AN B11608-0)

CNF 5529 (88X 2232-0)

Cariocca~80 25/05/89 27/06~29/06/89
CNF 5598 (EMPASC 201)
CNF 5520 (AN 12717-0)

CNF 5539 (AF 11648-0)

A T R R M T A e e e G e M M M e A M e W TR B BV WS e DA B WCe e MM M G M A M A e M R B B R R SR M U DR W R MO RN WG W WG WK A Wo e me
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feol deixado pare atingir o eguilfbrioc por raie 5 minutoz, entes
do infcic das leitursas,

Experimentos preliminares foram conduzidos para
avaliae3o da fotossintese em folhas com diferentes idades,
utilizando uma plentz da cultivar Carices 80, Os resultsdos das
deterrinaeCGes conm folhas provenientes dos diferentes rds da haste

principal, sZo mostrados nz Tabelz 2 e Figura 4.

3.7.6. Medig3o0 da cinttice de induelo dz fluoresclncia

0 sinal da fluvoresc®ncia foi detectado,
primeiramente, no mesmo discoc em que foram feitas as medidas da
liberag®oc de 0O, ¢, posteriormente, em outro disco tratado com
DCMU, conforme método descrito em 4.1,

Para a detec¢Bo do =inal, o disco foliar foi
deixado na cémara com a luz desligada por pelo mencs 30 minutos,
para que todos os centros de reagdo se tornassem "abertosh
("Quencher”™ nfo reduzide). Apds esse perlodo foi fornecida 2 luz
actinica e ¢ sinal, alénm de ser gravado na meméria do aparelho,
fol simultenezmente registrado no potencidgrafo, em baixea
velocidade (6 cm/minuto)., Posteriormente o sinal foi reenviado
da memdria para o registrador potenciomdirice na velocidade de 60
cn/minuteo, Hesta velocidade foi possivel detectar o ponto de
fluoresc&ncia minimo FQ- A fluorescéncia midxima (Fm) foi
facilmente detectada, tanto com ¢ registrador em velocidade
mfnima, eomerm mdxima.

Para o disco tratado com DCMU o procedimento para

a obten¢Boc do sinal foi o mesmo, exceto que, neste caso, a luz
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(1dades) da haste principal de uma planta da

cultivar Cariocca-80-

Fig. 4., Planta de feijfo mostrandoc seus diferentes nds da haste
principal. Né 1 & 0 né cotiledonar. 0 disco foi
retirado do folfolo central.
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para excitse¥o foil fornecida logo apds a introdugBo do disco

foliar na cémara, sen adaptaefoc ao escuro.

Obtidos o5 valores de F Fp e Ft,

ol foranm

calculadas as eficibneias fotoguimicas (Ef) e de "Quencher® ou

Extintor (Eq) do PSII, utilizando-se as relaedes:

Bf:(FL’;-FC)!Fm'
Como Fm-FG 4 igual a Fy, resulta que:
Ep=Fy/Fp © Fasfm~-F§/Fo,

onde: Fm = fluorescéncis mdxima, Fo = fluorescénecis minima, Ft

1"

fluoresc8necia terminal e Fy = fluorescé&ncia varidvel (KITAGIMA &

BUTLER, 1975; BUTLER, 1978; MIRANDA et a2lii, 1981; BJORKMAN

Qo

DEMMIG, 1987).
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k. RESULTADOS E DISCUSSKO

A cindtica de indueB3c da fluoresc&nciaz de una
feclha de feijoeire, apresentada no osciloscdpio, &8 mostrada na
figura 5 (foto), NGo hd diferenga nas caracterfsticas bdsicas do
sinal de induglo de fluorescencia de uma folha de feijoeiroc e de
ocutra folha de outra espdcie qualguer {BAKER, 1078). Basicamente
ele consiste da fluoresctnecia inicial, constante, Fo, dz
fluorescé&ncia mdxima, Fm, e da fluoresc&nciz terminal Ft, que sHo
os parfimetros mais iwmportantes do sinal para os objetivos deste
trabalho. 0 valor Ft, representa a fluorescé&ncia apds o primeiro
zminuto do fornecimento da luz de excitagfio, enquanto z verdadeirsa
fluorescénecia terminal, ou de equilibrio, sd ¢ alcangada depecis
de dois minutos, ou mais. Foi considerado Ft como fluorescéncia
terminal porque o sinal para estudo, para todos os tratamentos,
foi registraéo no perlodo de um minuto, que é 2 capacidade mdxinma

que a memdria do aparelho 4 capaz de armazenar.
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Fig. 5., Sinal da indugfo da fluoresc8ncia de um disco foliar de

feljoeiro. Foto tirada da tela de oscilosecdépio. Fo &

fluoresc®ncia mInima; Fm ¢ pdxima; Ft, terminal e Fv,

variivel,
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Visando caleuler ae efici®necizs dos processos
fotogquimicos (Ef) e do "Quencher" ou extintor (Eqg), foi
necessdrio obter Fnm para o extiptor {Q) no estade totalmente
reduzide (Q-), que reflete a Fm reszl, Este estadc ¢ obtide guando
se interrompe a cadelz de transporte de elétrons pelo
fornecimento de DCMU ao tecide fotossintetizante (BAKER, 1878;
WALEER, 1986), ou baixando s temperatura do tecidoc a 77k {(KRAUSE
& WEISS, 1684} ou, alternativamente, permitindo o tecido foliar
se adaptar ao escuro por algum tempo.

A primeira etapa do trabalho, para utilizaeso da
emiss&c da fluoresceneia como estimativa da fotossintese, foi
testar alguns métodos para a2 obtengdo do sinal mais

significativo, para explicar a hipdtese deste trabzlho.

4,1, Efeito da Temperatura nra Cinttica de Indugdo da

Fluorescé&ncia

Az medidas foram feitas en discos de follolos
embebidos com DCHU, visando a2 obtenefo do valor de Fm real,
proporcionazl & quantidade de "Quencher” realmente presente, O
tratamento com DCMU foi incluldo com o objetivo de evitar que
outros fatores, que nZo a temperatura, pudessem alterar as
leituras, mascarando os resultados,

Come mostram os resultados apresentados na figursa
6, o©s sinais de fluoresc®ncia coincidem totalmente nas
temperaturas de 10 e 120C, diferenga considerada muito pequenasa
para alterar o fenfmeno, A figura mostra sinsis de fluorescénecisz

menores guando 2 temperatura aumenta. Come o5 discos foranm
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o A-Fu-9,6
A=-10c Ft-8,75

Iy B-Fa-9.6
B-12%c gl

=
z [ {-Fa-7,5
C-257c Fe-7,0
o D-Fr-7,15
— D= 35% Fi-6,60

o E-Fao-&,60
E » w0'c Ft-6,15

Fluorescencia

Tempo

Fig. 6. Cimdtica de indueZo da fluorescéncia de discos de folha
embeblidos com DCMU, submetidos a diferentes

temperatursas.
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tratedos com DCMU, pressup®e~-sge o0 blogueio, pelo menos
parcialmente, da cadeia transportadors de eldtrons, sugerindo gue
¢ procescso de reduedo do extingsr (Q+ --> 0Q-) & afetado pels
temperztura., Em tepmperaturas muito elevadasg pederd oceorrer um
nove aumento da fluorescéncis varidvel (Fv), com 2 inativae8So do
processo enzimdtico de fixaefo do COp* ©Ou © seu desaparecimento
total pelc desacoplemento do sistemz liberador de oxigé&nio
(TOINOVEN & VIDAVER, 1988). ﬁeste caso ocorreria oxidaefio das
molédculas de cloreofila, e a tendé&ncia de Fr reduzir-se a2 Fo,.
Neste trabalho fol utilizads uma mesma temperaturs
para a c8mara porta amcostra para cada grupo de plantas mostradas
na tabela 1. Para os tr2s primeiros grupos trazbalhou~se com a
temperatura de 250C, e para o 40 com a temperatura de 20CC. Estas
temperaturas foram escolhidas porgue eram as que mais se

aproximavam da temperatura do laboratdrio na dpoca das medieles.

B,2. Efeito do Tempo de Adaptaeio ao Escuro na Cindtica de

InduelBoc da Fluorescéncisa

4 figura 7 mostra os resultadoes da medida da
emiss8o0 da fluorescéncia em disco de folha gue permaneceu no
escuro por diferentes perlodos de tempo. Os dades indicam gue
quantormaior 0 tempo em que o disco de feolha permanece no escuro
maicr 8 o sginal da fluorescénciz emitida, refletindo a2 gquantidade
relativa de "Quencher” ou extintor no tecido. Como o equipamentd
nao capta todos o8 fétons de fluorescenciz emitidos, a

fluorescé&ncia & medida em unidades arbitrdrias ou relativas
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(U.R.)

Fluorescencia

A- 1 minuto
Fm-3,30
B~_5"minutos
Fm-4,45%
C~15 minutos
Fm=4 ,85
D-30 minutos
Fm-5,05
E-60 minutos

Fm~35,40

B

Tempo

Fig. 7. Efeito da duracao do periodo de adaptagao ao escuro so

bre o sinal da fluorescéncia,
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(U.R.}). O vslor de Fm, portanto, nZoc reflete a atividade total
de 0. A literestura indica que, em geral, o tempo de adaptaedio de
30 minvtos & suficlente para que_fodo o "Quencher® atinja ¢ sevu
estado n¥oc reduzido (BAKER, 1979; WALKER, 1986). ¥No entanto, no
caso de folha de feijcelro,s, o tempo de 30 minutos de escure foi
insuficiente, pois o sinel foil maior guando utilizedos 60 minutos
de adaptaedo (Figura 7)., Fntretanto, optou-se por determinar os
sinais de todos os tratamentos apds unm perlocdo de 30 minutos de
escuro, pois un tempo de adaptagio maior do que este serie
demasiadamente longo prejudicando o desenvolvimento normal do

trabalho. N23oc haveria, por exemplo, tempo suficiente para

realizar o mimero de leituras indispensdveis por dia.

.2, Cimdtica de Induefic da Fluorescéncia Induzida por Diferentes

Densidades de Fluxo de Fdtons

A figurs 8 mostra osa dadcs da cindtica de induelo
da fluorescéncia induzida em discos foliares submetidos a
diferentes densidades de fluxo de fditons, apds 30 minutes de
perman&ncia no escuro. A fluorescéncia mdxima (Fmn = 6,2) foi
obtida com maior densidade de fluxo de fdtons (235 uM m=2 g-1;
sinal A), sendo este o maior nlvel de fdtons fornecido pela
configgracéo de LEDs utilizada. Ccmo nEo se dispunha de uma
fonte de luz mais energédtica, de modo que pudesse excitar o
mdximo poss?vel de moldculas de pigmentos, optou~se por utilizar

este nfvel (235 uM p=-2 s~1) parz todos os tratamentos.
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yie %l Fm

ey B = 130° 3,0
w— A = 235 6,2

Fluorescéncia (U.R.}

tempo

Fig. 8. Cindtica de induefio da fluorescéncia induzida em discos
de folhas por diferentes densidades de fluxo de fdtons,

apds 30 minutos de escuro.
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B4, Efeito do DCHU ne ErissBo de Flueresclneis

0s resultados da cinttica de indugBo da
fluorescenecia de um disco folia;‘nﬁo tratado com DCMU, apds 30
minutos de adaptageio soc escurc, e de um segundo disco sem
tratamento com DCMU, sem adaptaeBo ao escuro, s80 mostrados na
figura 9. No ceso do disco n8oc tratade com DCMU, entre Feo ¢ Fnm
observa~se uma cimdtica um pouco mais lenta do que a evidenciada

ne disco tratado, significando que elétrons estZo sendo

transferidos pela cadeia trensportadoraz & partir de ¢ ou

Q + e~ wwwed> Q= + P ~weed QG+ + P-, sendo P o carreador apés Q.
Portanto, entre Fo € Fm, sem a presenga de DCMU, existe um
equilibrio entre Q- e Q+ de modo que Q- + Q+ = Qtotal, sendo =2
fluorescépcia em qualquer instante entre Fo e Fm proporcional a
guantidade de Q reduzido (Q-), ou inversamente proporcional 2 Q+.

O tratamento com DCMU deve bloguear a cadeia de
- transporte de eldtrons, isto &, nenhum eldtron avangesas alénm de Q.
Com isto o equilfbrio Q- 2= Q+, fica totalmente deslocado no
sentido de Q=~, obténdo~se um sinal de fluorescénecis que reflete a
real proporeéo de "Quencher" na amostra,., Assim, espera-se que o
valor de Fm de um disco tratado com DCMU seja sempre maior do que
de um disco nZo tratado,

De acordo com a lei de Starck-Einstein, cada
guéntum de luz absorvido ativa Unicamente uma moldculs e, se
desta molécula um dnico elétron por qulintum & laneado para Q,
resultard que cada quintum emitido sob a forma de fluoresc@ncia
representard uma molécula de pigmento capitadora de luz {(CLAYTON,

1980). Em resumo, em qualquer instante a intensidade da emiss3o
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da fluoresc®ncia de ur corponente & urn indicador do ninero de
moldculas excitadas.

Do exposto, & de %2 esperar que um disco foliar
embebibo com DCMU deve produzir uma Fm maior do que o produzido
por um disco sem DCMU, mesmo deixado no escurc por certo tempo
(30 minutos no casc). Isto & verificado, por exemplo, quando se
trabalha com espinafre (BAKER, 1978; WALEER, 1986). WNo caso de
discos foliares de feijoeiros, a absoreZc do DCMU parece n&o ser

eficiente, como mostran os resultados apresentados nas figuras

seguintes,.

b.5. Comparag¢8o de Caracteristicas da EnissZo da Fluocrescé&necisz

entre Gemdtipos de Feijoeiros

Para os § primeiros gendtipos de feij%0 testados
{10 grupo) foram usados 2 mdtodos para a obtenedo do sinal mdximo
-de fluoresc&ncia: 1) discos de folhas tratadas con pcuu; 2)
discos n#8o tratados, adaptados zo escuro na prépria cBpara de
medigdo, por 30 minutos.

A figura 10 mostra a cinética da indugedo de
fluorescencia lenta (a) e rdpida (b) de tres pares de discos
foliares (A. B e C) do gendtipo CNF 0U8B0, sendo 3 (tr&s) discos
tratados com DCMU e 3 (tr2s) ni%o tratados. 0 sinal da
Tfluorescéneia ¢ mostrado no grdfico em unidades relativas (U.R.).
urma vez que apenas parte da fluorescé&ncia emitida chega ao sensor
do aparelho,.

0s resultados mostram os valores de fluorescé@neia

mdxima (Fm), terminal (Ft), m?nima (Fo), eficilnecia do "Quencheprn

35



f
TEMPO k= 0,2 ms TEMPOk—i=0,2ms

Fig. 9. Cindtica de indugeBo de fluoresc&ncia de um disco foliar
tratado com DCMU, adaptado ao escuro por 30 minutos, e
de um disco n¥%o tratado com DCMU (sem adaptae3o ao
escuro), Cada divis3o representa 0,2 milesegundos na

tela do osciloscdpio.
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(Eq) e eflcilncis fotogufmica (Ef) de discos de folha nd tratados
com DCMU, Os parlretros cor subindice "d" significam que os
discos forar tratados com DCMU~. Pn representa o calango de
Oxigénio dos discos de folha tratados com DCMU =sob luz.

Comc 3 relatado (itens 2.1 e 4.4) a fluoresclneis
mdxima (Fr) dos discos de folhas tratados com DCMU deve ser maior
do que dos discos nfo tratados, Porédm, pelos resultados obtidos
verifica-se gue, embore todos os discos foliares tenham sido
submetidos 20s mesmos i{ratamentos, os valores de fluorescéncia
mdxima dos discos tratados nem sempre foram maiores do que dos
n8o tratados. Por exemplo, o valor de Fm do disco tratacdo (Fad)
foi maior em & {(Fmd = 8,7; Fm = 8,1), menor em B (Fmd = 7,45; Fn
= 8,1) e aproximadamente iguais em C (Fmd = 7,35; Fm = T7,4).
Outro dado interessante refere~-se a liberag80 ou consumo de 0o
pelos discos tratados com DCMU, sob fluxo de fétons de 235 yM m=-2
s=~1, Na figura 104 verifica-se que houve uma alta taxa de
~consumo de Oy (pn), de 3,730 uM 05 p-2 s=1, indicando que o
fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons foi
interronmpida. Consequentemente, n%o houve, provavelmente,
produgdiio de 0Op na reagdc de foto-oxidaeZoc da 4gua, mas apenas
consumo pelec processo respiratdrio, A efici&necia do "Quenchern
do disco tratado com DCMU (Egd) foi igual a 0,201, bem menor do
que © d;sco foliar n3o tratado {Eq), gue foi igual a 0,735. Na
verdade, o Eqd deveria ser zero cu mais prdximo do zero posstvel,
pois, se o extintor de fluorescéncia (Q) estd no estado reduzido
(estado Q-) n3o poderia haver extine3o alguma refletindo sinal
mdximo de fluorescéncia. Pordm, 4 provdvel gue existam outros

extintores capazes de receber elédtrons, entre outros, o estado
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triplet dos carcotencides e o estado excitado singlet da
clorofila, (MATHIS & PAILLOTIN, 1981), Os resultados sugerem
que, neste csso, houve uma eficiente absorefo do DCMU pelo disco
foliar,

Contrariamente & figura 104, que mostra © consumo
de 0p Pelo disco tratado com DCMU, observa-se na figura 10B que
um disco extraido da mesma planta, n3ic obstante todos os
tratamentos terem s8ido idénticos, apresentou ums taxa de
liberaedio de O, (Pn) de 0,612 yM 02 m~2 s-1, Este resultado,
aliade ao fato de que Fmd (7,45) foi menor que Fm (8,1), indica
gque aparentemente este disco feliar n%Zo absorveu o DCMU
adequadamente, isto 4, nBo houve bioqueio.completo da cadeia de
transporte de elétrons. Mesmro assim, ao contrdrio do que se
esperavay, a eficilncia dé "Quencher™ do follolo embebibo com DCMU
(Eqd = 0,161) foi menor do que do disco foliar descrito na figura
104 (Eqd = 0,201).

Na figura 10C os valores de fluoresc®neia midxima
dos discos foliares tratados e ndo tratados com DCMU mostraram-se
aproximadamente iguais. A efici8necia do gquencher do disco foliar
tratado com DCMU {(Egd = 0,087) foi a menor em relagdo aos outros
dois valores apresentados {0,201 e 0,161), VNeste caso, como no
primeiro (Figura 10A) houve consumo de 0p (Pn = 0,452 pyMO2 m-2 s-
1) indicando gue a cadela de transporte de elétrons foi parcial
ou totalmente blogueada pelc DCMU. Houve entZo uma boa relaedo
entre o baixo valor da eficiéneia do quencher (Eqd = 0,087) e a
efici&neia de absorefo do DCMU pelo discc foliar.

A figura 11 mostra os sinais da cinética de

induedo da fluorescéncia de discos de folhas do gendtipo CNF
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5455, Da mesma forma que os resultados mostrados para o gemdtipo
anterior, também neste caso os dados parecem ser inconsistentes.
Na figura 114, por exemplo, a flnorzscéncia mdxima (Fm = 8,75) do
disgco n#Eo tratado com DCMU & aproximadamente igual a do disco
tratade (Fmd = 8,8), 0 disco tratado produziu 2,040 QM 0p p-2 s-
1 sob 235 yM de fdtons m-2 s~1, com uma eficilneiaz do "quencher"
(Eqd) igual a 0,407. Portanto, embora tenha occorrido liberagio
fotossintdtica de 0Op» ¢la fol menor do que para um disco feoliar
nioc tratado, como mostra a tabela &4, O0s resultados das
determinae®es de Pn e Eqd mostram que 2 absorefo do DCMU foi
multo pouco eficiente. A figuraz 11B mostra que Fmd (6,8) foi
menor do que Fm (7,55}, A Eqgd foi de 0,292, bem menor gue a do
disco anterior, com uma taxa de fotossZntese igual a =0,285 QM 02
m-2 s~1, mostrando que houve uma boa inibielo da cadeia de
transporte de elétrons (CTE) pelo DCMU. Na figurz 11C, o valor
de Fm, igual a 8,0, foil maior do que a Fmd (7,0), e a Egd, igual
é 0,143, foi menor que 2 do disco antericr (0,292}, Entretanto,
no presente caso houve alguma liberagdo de 0z (Pn = +2,640 M 02
m~-2 s-1), significando que 2z absore¢fo do DCMU n3o foi eficiente.

& a¢@Zo do DCMU na CTE foi refletida diferentemente
nos diferentes experimentos e nos vadrios discos utilizados., A
figura 10A mostra valores de Pn de ~2,730 ﬁM 02 p-2 s-1, ate
+2,640 uM 02 m=-2 5-1, na figura 11C.

A taxa fotossintédtica negativa do disco tratado
com DCMU, de'-B,?30 uM 0p m-2 s-1, indica, na verdade, um
consuno de 92 superior ao consumo por discos n3c tratados e no

escuro {Tabela k). Este valor nuito elevado z2os mostrados na
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Fabela U4 sugere gue tenha ocorrido consurce fotorrespiratdric de
o devido a8 umg posslvel existlpeiz de intermedidrics do
processo. Negte caso em que a taxa fotossintdtica foi negativa, o
ebsorefio do DCHMU foi alta, com interrupefic, provavelmente total
ia CTE. As texas positivas de fotossintese indicam que =z
absoredo ndo foi eficiente, heavendo interrupefoc apenas parcial da
CTE pelo DCMU,

O terceiro gendtipo testado para DCMU foi o CNF
154k, Os dados da figura 12 mostram que apenas o disco foliar
embebido com DCMU (Fig. 12C) zpresentou Fmrd (7,70) menor do que
Fm (8,0)., Os outros discos, figuras 124 e 12C, apresentaram Fmd
(9,0 e 7,5, respectivamente) levemente superiores aos Fm (8,80 e
7230, respectivamente}. Por problemas experimentais a figura 12C
nfc mostra o resultado de Pn (consumo ocu liberag¢Bo de 05,

NKa figura 12B observa~se gque houve consunmo de 02
(Pn = -0,386 WM 02 m-2 s-1), com ume efici®ncia do "quencher®
{Eqd) igual a 0,073. Isto mostra que ocorreu eficiente blogueio
da CTE, ao contrdric do disco foliar da figura 124, com liberzgfo
je 02 (Pn) iguel a 1,600 ¥ m-2 s-~1 e ura Eqd igual a 0,344,
aproximadamente & metade dc valor observado para ¢ diseo nZo
tratade com DCMU (Eq = 0,665)., Os resultados mostram, portanto,
que a figura 124 representa um blogueic apenas parcizl da CTE.

0 dltimo gerdtipo testado, Caricca-B0, em relagfo
a0 qual todos os demais foram comparados, n3c mostrou,
aparentemente, nenhuma informaeio adicional como mostra a figura
12. Os resultados, comec nocs cascs anteriores, mostram-se,
também, pouco consistentes. A figura 134, por exemplo,

apresenta fluorescéneclisz mdxima do disco tratado com DCMU (Frd =
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7,76} rwenor do que do disco n8o tratsdo (Fm = 8,6)., A eficilneci:
do quencher do disco tratade com DCMU (Eqd = 0,31L) foil menor do
que do di=co nd3o tratado (Eq = 0,6%}}, porém apresentou taxa de
liberagZo de Op (Pn) igual a 0,442 M 02 r-2 s-1, Novamente os
resultados indicam que o bloguelc da CTE foi apenas parcial.

Os dados incluldos nsa fiqua 13B postrer una
elevada taxa de consumo de O5 (Pn = -1,100 UM 02 -2 s-1) sob
luz, o gue significa blogqueio da CTE. Entretanto, a eficiénecisa
do "quencher” do disco tratado com DCMU (Egd = 0,473) mostrou
pouca redugfo em relagZo a do disco n%o tratado (Eq = 0,645)., &
Fmd (8,0) foi menor do que a Fr (8,6),

A figure 132C mostra que o= valores de Fnrn (= 7,60)
e Fmd (= 7,65) foram muito prdximos, A Fqgd (= 0,120) foi a menor
das tres repetigbes moatradas, muito inferior do que a Eqd da
figura (13B) anterior (Egqd = 0,473), mas com uma taxa de consumo
de O (Pn = -0,290 uM 02 m~2 &~1) bastante mencr.

Os valores de efici&ncia fotoquinica tambér sBo0
mostrados nas figuras 10, 11, 12 e 13, mas 25 diferengszs entre os
discos tratades com DCMU (Efd) e nZ3oc tratados (Ef), =280 muite
pequenasg, porgue Fm e Frd feorar em geral muito semelhantes.

Os resultados mostram que para todos os discos
foliares tratados houve bloqueio parcial da CTE pelo DCMU,
demonstrado pelas eficilncias do "quencher" (Efd) sempre menores
do gue dos discos n8c tratados e taxas de liberagio de 02 baixes.
Para alguns discos foliares houve bloqueio aparentemente total,

coOmo neos casos em gue apresentaram taxas de consumo de s aitas,

Prdximas daquelas encontradas para discos foliares nio tratados e

45



no  esCUroc.

Erborz 2 literasturas relate que & absorefo deo DCMD
se d4 pela ralz, e dificilmente pela folhas {ALMEIDA & RODRIGUES,
1¢85), o método aqui empregado, utilizando-se espalhante AGRAL e
vicuo controlado, deveria assegurar une absorefo eficiente ds
subst8necia, com aparente ocupaedo dos espazecs intercelulares.
NEo obsteznte, os dados mostram que, em muitos cescs, & absorelo
do DCMU pelo tecido n3o foi muito eficiente. KERAUSE & WEISS
(1684) relatam que estresses apbientais como calor, frio e
foetoinibigZo, causgsam danos aos tilacoides, reduzindo,
frequentemente, a fluorescéncia varidvel (Fv = Fo -~ Fo). No
presente caso, o fatec da fluorescéncis mdxima de um disco feliar
tratado (Fmd) ser, em muitos casos, menor do que a de um disco
nio tratado (Fm), pode ser explicado pels baixa eficidncia de
infiltraeio do DCHMU e, também, devido 2 eventuzis danos aos
tilascoides causados pela aplicac¢Zo de vdcuo acs discos foliares.

Devido @ algumas dessas Inconsist®ncias
verificadas durante obten¢do dos dados er discos tratados, optou-
se por medir a flucrescéncia nos demais gendtipos de formz =a
deixar o disco foliar se adapter por 20 minutos &s condigBes da
prdpria cfmara de medigBc, mesmo considerando que o mdtodo mais
apropriado seriz obter Fm apds blogueio da CTE pelo DCMU (ERAUSE
& WEISS, 1984).,

UOs resuvltados incluidos nas figuras 10 a 13

anteriores mostram apenas o consumo ou a liberaefo de 0p do disco

tratado com DCHMU, exposto a2 uma densidade de fluxo de fdtons de

235 uMm=-2 s-1, A figura 14 mostra os resultados das trocas de 02

em dois gemdtipos cujos discos foliares foram tratados com DCMU,
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sob fluxo de fdtons de 235 yl¥ m=-2 g~1 e no escuro, 2 figura
mostre tambénm os sinsls de fluoresclnels de discos feoliares
tratados e nfo tratsdos com DCMU. -

Os vélores das taxas de consumoc de O, (escuro)
para o genétipo CKF U842 (Fesp = -0,996 pM 02 m-2 5-1) situa-se
dentro da faixe encontradsa para discos néo tratesdos com DCMU
(Tabela 4}, Para o genétipo CHNF 4E8LL o valor de texa de
respiraeio est? um pouco baixo (~0.614 UM m-2 g-1), se comparado
acs resultesdos da tabela &, para um disco n%o tratado.
Coincidentemente, em nenhum dos dois casos o blogueio da CTE feoi
suficiente para inibtir totalmente a fotossIntese, Que ocorreu con
baixas taxas (Pn = 0,614 uM m-2 s~1) para o gendtipo CNF 48Ul e
Pn = 1,992 uM 02 =2 s-1 para o gendtipo CKF L8L2, Se a absorelo
do DCMU tivesse sido eficliente, nZc deveries ocorrer liberaglo de
ppr WMa&s apenas Seu Consumo pela cadela respiratdria.

Embora com variabilidade nos resultados, este
éétodo pode ser considerado eficiente para determinar a absorelo
de herbicidas cgue sgem a nlvel da cadeiaz de transporte de
eldtrons do PSIT, conforme.demonstrado por FEDTKE, 1982; HARRIS &
CAMLIN, 1988.

L tabela 3 postra os valores da fluorescineis
minima (Fol), mdxima (Fm), varidvel (Fv) e terminal (Ft), e
efici&ncias do "quencher" (Eq) e fotoguimica (Ef), dos quatro
grupeos de gendtipos de feijoeiros testados.

‘Estatisticamente ndo houve diferenga dentro de
cads grupo., a ntvel de 5%, pelo teste ¥ entre os gendtipos, para

o8 parémetros acima citados.
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Az difereneas nos valores de Fo, Fn, Fv e Ft entre
os grupos foram devidas a2 vtilizag®o no registrados
potenciométrico, de amplitudes diferentes para o sinal de
fluorescéncia. Fstas diferentes escelas de swmpliaefo nBSo zlteran
os valores de Eq e Ef entre os grupos, porque estes valores s2o
cbtides pela relaqefo entre valores de um mesmo sinal de
fluorescénciea, portanto, independern da escala de amplizedo.

Cs coeficientes de varia¢Bo encontrasdos foran
relativamente baixos, indicando um baixo desvio entre as medidas.
Variaram de 2,4 a 8,1fpara Eg e de 5,8 a 14,92 para Ef, como
mostra a tabelaz 3,

Erbora os parfmetros da emissfSo da fluorescéncisza
obtidos nZo tenham apresentado diferengas entre gendtipos, sua
quantificae¢doc ter sido utilizada er v@rics estudos de fisiologia
da fotossIntese. BJORKMAY & DEMMIG (1987) mediram a emissBo de
fluoresc&neis a TT7K de vdrias espécies C3 e CU, e encontraran
¢iferen¢as na emissfo de fluorescé&ncia entre as espdcies e entre
folhas de sol e de sombra da mesma espécie, Sugerem os autores
que a determinae®o da eriss®o da fluoresc2ncia, ou mais
especificamente, da relzedo Fv/Fm, ¢ um excelente método para a
avaliae8o da atividade fotoquImica do PSIT, Mostraram, tambédm,
que os valores absolutos para a emissBo da fluorescéncia, Fo e
Fr, mostram uma considerdvel diferenea entre as espdcies, mesmo
em se tratando de plantas C3 apenas., Porém, aoc guantificar as
relag¢Ses Fv/Fm, BJORKMAN & DEMMING (1987) encontraram apenas

pequenas diferencas entre as espdcies.
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Tabela 3.

Fluoresclneis mInima (Fo),

Terminal

Fotoqulmica
Feljoeiros,

(Ft) e
{Ef)

mdxime {(Fn),
Efici®necia do

"Cuencher™”

varidvel (Fv)

{Eq)

€
e

dos qQuatro grupos de Gendtipos de

M ot e dee e T s e e e e e 6 ST e M AR W WS Me WG T e B e g e e e e B W SR e i R A e e e W BT B W e toe e e e G M e R R S e e e e

e e e B S e B e e B e T S e e B MO RS M B B Wl W e e e e B e W e S M e ma A R S W e e e e T e e B G A n e e e e D R WS

Carioca
CHF 6480
CNF 5455
CHF 454y
c.v. (%)

Cariocca-20
CKF LBLu
CRF 832
CHRF 3600
cC.vV. (%)

Caricca-~80
CHF 4786
CNF 5547
CHF 5528
c.v. (%)

Caricca-80
CNF 5568
CHF 5520
CNF 5539
cC.v. (%)

8,03

9,53
8,57
9,63
9,35

6,43
4,95
5,93
£,70

4,96
5,47
4,86
4,65

4,83

5,33
L,y7
5,60
4,55

3,77
3,13
2,97
3,85

3,50
3,90
3,36
3,18

W MM T B MM B G G G SN N WK R AN M e MW W MG W e e e sk e e A W B W mT Em Em M M A e b e i e ma M R AR e e M R S W MG R T e e e
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Coro Fm @ proporcicnal a guantidade de noléculas
e clorofila A& contida no tecido {MIRANDA et alii, 1981), e
devido a baixa veriabilidade entre os vealores de Fm nas amostras,
pode~se deduzir gue as diferengas nes guantidades de moléculas de
cloreofila entre o8 gemndtipose @ muito bzixa,

Una cutra alternative parez avaliagBo da
variagbiiidade gendiica seria quantificar os tamanhos das unidades
fotossintdticas (MALKIN & FORK, 1981). A unidade fotossintdtica
representa ¢ mperc mInimo de moldculazs de clorefila envelvidas
na absorgdio de 1 (ur) quantum de luz. E possivel que diferentes
gendtipos apresenten 2 mesma concentraeio de moldculas de
clorofila, mas com mimero de Centros de Reagdo diferentes entre
gendtipos, refletindo a hebilidade da planta para a transduedo da
energia luminosa. Esta hipdtese n8oc pdde ser testada no presente
trabalho por problemes de instrumentszefo,

Segundo MALKIN et alii (1981) h&d uma boa
correlagio entre as taxas fotossintéticas e a qguantidade de
Centros de Reagio do P3II (expresso como concentragic de Centros

de Reaglo por clorofila ou por unidade de dreas foliar),

4.6. Resultados das MedigBes das Trocas de 0p em Gendtipos de

Feijoeiros

4 tabela & mostra os resultados da determinagio do

consumo e da liberaglo do O0p Nos gendtipos de feijdo testados,
Vale mencionar que em cada um dos 4 grupos o gendtipo Carioca

estd presente como padr8o de comparagio.

Da mesma forma gque para a enmiss3c da
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fluorescéncia, tanbép neste caso nfc houve diferengs estatistica
a8 5% pelo teste F, 0= coeficientes de variagZo {c.v.) foran
altos, acima de 15%, para todeas os tratamentos (gendtipos),
valores considerados de médio a alto msegundo PIMENTEL GOMES
(1987). Todos os coeficlentes de variag¢8o pars fotosslntese
foram superiores a 20%, enquanto para respiraefo dois valores
{grupos 3 e H) ficaraw abaixo deste nivel. 0 meior c¢cv para
fotossintese chegou a 26,3%, sugerindo que as nedigdes de
respirae8o tem ume verisbilidade menor dc¢ que as da fotoss?ntese.

As taxas fotossintéticas (liberagBo de 0z) foranm
medidas somente até densidade de fluxo de fdtons de 235 UM m=2
s-1, valor wmdxiro fornecido pelo equipamento. Muito
possivelmente, se pedidas tivessem sido feitas em irradifncias
saturantes, em torno de 600-700 uM de fdtons m-2 s=-1 para feijdo
(AUSTIN & McLEAN, 1872; WEISS et alii, 1987; TANAKA & FUGITA,
1979), o© comportamento poderia ter sido diferente, especialmente
para os grupos 1 e 2, que nEo apresentaranm tend@nciz de saturaelo
no nivel de luz de 235 UM m-2 s~1. Porém os grupos 3 e 4, mesmo
nesta densidade relativamente baixa de fluxo de fdtons (235 uM
e-2 g~1), j mostraram tend&ncia a saturaren (ver figuras 17 e 18
para melhor visualizagdo), Esta tendetncia & saturagio &
atribulda ao fato destes dois (2) grupos terem sido conduzidos
numa época (maio e junho,.ver tabela 1) em gue a radieselBo que
chegava ds plantas na casa-de-vegetagBEo eraz baixa. No diaz 28/6,
um dia nublado, medidas de irradifincia mostraram que a radiagdo
pdxima foi de 113 wm-2 as 11:19 h, HNup dia ensolarado (30/06/89)
a energia radiante atingiu 495 wn-2 as 13:48 h, Quando as folhas

¢rescidas neste ambiente de baixa luminosidade foram cclocadas na
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Tabela 4. LiberagBo de O, (1 Mmgles p=2 s-1) de guatro gemdtipos
de feijiBoc em é%ferentes nlveis de fluxoc de fdtons,

T S S e R e g M WA S R S S e M S b ol g e e e M N EE W AR B M e dm e e R A R A M e S B e e e e T e e e e ma e o e B e

Grupo Cenotipo 285 205 130 50 10 0
1 Carioca-80 5,950 - 3,687 0,537 -0,780 ~1,33¢
CNF QkBO 7,426 - 1,218 1,403 -0,185 ~0,765
CKF 5455 €,55%8 - 3,258 0,812 -0,527 -0,946
CHF 4siy 7,032 - 4,226 0,607 ~0,531% ~0,990

cv (%) 21,2 25,9
2 Cariocca-80 6,189 5,455 3,404 0,787 -0,58% -1,069
CNF 484)4 5,282 4,552 3,199 0,868 0,471 -0,962
CKF 4600 6,04t 5,307 3,539 0,925 -0,388 -0,899

ey (%) 27,3 2675
3 Caricca~B80 2‘%:265 43230 2,%15 0:8?7 «-0,1158 -1,020
CNF 55858 3,864 4,057 3,091 0,905 -0,19% .0,829
CNF 5547 4,061 3,935 3,050 0,842 -0,597 «1,106
CHF 5529 4,320 4,225 3,468 1,179 =-0,279 0,722

cv (%) 29,3 18,6
i} Carioca-80 I‘!»B‘!? u)85? 3,770 1,072 -0,564 «1,0009
CHF 5598 4,157 4,382 3,844 1,27% -0,312 -0,755
CHF 5520 5,751 5,345 3,999 1,154 -0,330 -0,82¢
CNF 5539 7,158 6,223 4,431 1,016 -0,516 =-0,911

cv (%) 26,3 18,1

W S S e e e e e v W W SEE N G W A S M W G M W e e W A e e e s e e e e e A A R W Ak W M e e e W MR e S M G A M e e W R W O SN
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clpare de mediefo, sob luz actfnica de 235 yM m-2 s-1, ocorreu,
possivelmente, fotoinibig8oc (CRITCHLEY, 1981; CRITCHLEY & SMILLE,
1981; POWLES, 19814). -

A partir dos dados de liberagfo de O, apresentados
ne tabela 4, e incluldos nas figuras 164 a 19B, oﬁserva-se gue oS
resultados situam-se numa feixa muito estreite, n8oc mostrando
significfncia entre os tratamentos {gemdtipos). Para o consumoc de
92 (respiracio) também nZc houve diferengs estatistica pelo teste
F a 5% de probabilideade,.

Embora nio se tenha encontrade diferenga
estatlstica entre os gerndtipos dentro de cada grupo, € importante
congiderar que o gendtipo Carioca apresentou taxa respirataria
serpre maior que o8 demais, com excegBo do gendtipoc CKF BBLT, gue
apresentou taxa (-1,106 uM O, p=-2 s£-1) superior =zo Carioca
(-1,020 uM 0p m=2 s-1),

Na verdade, ¢ importante para a atividade
fisioldgics 4 a taxa de fotossintese lfquide, e sua contribuiefo
para o aumento do peso de matdriz seca da planta. Por outro
ladeo, deve~se levar em consideragio a partiglio de assirmilados
dentro da planta, 2 planta pode apresentar ganho elevado emn
termos de fotossintese 1iiquida, mas nAo direciona os
fotecassimilados parsa a produgio de griocs (produtividade
econfmical), mas sim para o crescimento vegetativo.

¥o caso especifico da cultivar Carioca,
reconhecid#mente estdvel em termos de produtividade, esta taxea
respiratdria superior as demais pode estar associada ao uso mais

eficiente do nitrogénio,
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Tern sido constatedo que & aplicaeBo de nitrogélnio
& plante induz up aumento na texs respiratdria tEc logo o
nutriente ¢ absocrvido (WEGER &~TURPIN, 1986¢). O©Os resultados
sugerenr gue, de glguma forma, & respiraefo estd envolvida no
processo de asgsimilegBo do nitrogénio, especialmente quando o
poder redutor gerado na fotosslntese nEo estd sendo fornecido
adequadamente pare redug¢do do nitrato (WEGER & TURPIN, 1989}, ocu
mesmo no escuro (ASLAM et alii, 1979; ASLAM & BUFFAKER, 1982;
RUFTY et a2al1ii, 1984%4),

0 gendtipo Cariocas, mesmo apresentando taxas de
fotossIntese 1llquida em alguns casos menores (Pn = Pg - Respl, o
fato de suas taxas respiratdrias serem senmpre maiocres, comparados
com todos o8 demais gendtipos testados, exceto CNF 5547 {(Tabelsa
4), assegure maior disponibilidade de esqueletos carbBnicos emn
especial o g~cetoglutaratoe, pelo ciclo dos &cidos
tricarboxilicos {(ecicloc de Krebs), ATP, NADH e azinda NADPH e
ferredoxina reduzida (GRAHAM, 1980; KOW et alii, 1982; WEGER &
TURPIN, 1989), tornandec mais eficiente a reagdes de redugio do
nitratec, do nitrito e 2 assimilagZo da amdnia (WEGER et a2lii,
1988; VWEGER & TURPIK, 1989) resultandoc, quase sempre, er maiores
produtividades em rela¢do aovs demazis gerdtipos.

Nas figuras 15B, 16B, 17B e 18B, =sZ%0 vistos os
pontos de compensagdoc por luz dos gendtipos testados. Estes
pontos, onde € nula a fotossIntese l¥quida, situaram-se na faiza
aproximada de 13 a 33 u fétons p~2 s-1.

Tomando a cultivar Carioca como refer&nciz, @&
possivel verificar que o ponto de compensaedo obtido no grupo 1

(semeado no més de novenbroe, conforme mostra a tabelz 1), foi
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meaior ¢c¢ gue os obtidos nos demais, havendo unm decrdscimo
constante do 10, grupo para o 40. Como a disponibilidade de
energis luminosa para as plantasj decresceu neste mesmo sentido
(do me&s de novenbro para junho), torna-se muito provdvel que os
pontos de conmpensag®o por luz foram influenciados pelsa
disponibilidade de energies radiante. Isto ¢, plantas crescidas en
ambiente com menor disponibilidade de energia, apresentam valores
de pontos de compensagfo menores,

Apenas o gendtipo CNF 5547 apresentou ponto de

compensagBo superior aquele da Caricca, O do gendtipo CHF 5539

fol aproximadamente igual e dos demais foram superiores.

4,7, Eficitneias e Exiglneias Qulnticas Apresentadas pelos

Cendtipos

De acordo com dados experimentails as determinagfes
das eficié&ncias quélnticas devem ser c¢alculadas a partir de
valores acima do ponto de cormpensacfo, pois en muitos tecidos ¢
observado um pronuneiado efeitec Kok. Este efeito se reflete na
alteragio da inclina¢Bo0 da reta de luz versus fotossintese
1lguida em baixas irradifncias. Acredita-se que este efeito
reflita uma inters¢do entre a respiraeio e a8 fotossintese (KOK,
1949; SHARP et alii, 1981),

0s dados deste trabalhec mostram que,
possivelmente, cecorreu efeitc Kok em maicr cu menor intensidade
em quase todos o5 gendtipos testados. Apenas oldltimo grupo de
gerndtipos analisados (ver tabela 1) aparentemente n8o apresentou

nenhum efeito. Este fato pode estar sssociado ao efeito de
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fotolnibieHo, visto que &s taxss fotossinidticas tenderasnm A
saturaefio em beaixas densidades de fluxo de fdtons, possivelmente
pergue ca gendtipos deszte grupo ;;ram cultivedos en época {(maio,
Junhe) com baixa irradidnecia, comportanéc-se cocmo plantas de

sombrsa.

Para evitar o efeito Kok em baixa luminosidade e 2
saturaeBc fotossintética em luminosidade mais alta (figuras 15 a
18), foram utilizadas as taxas de fotoss¥ntese brutaz {(Pn + Resp)
em densidade de fluxo de fétons de 50 M m-2 s~1 para o cdiculo
da efici&ncia qufntica e requerimento quintico,

Come mostrado nea Tabelz 5, n3c foi observada
diferenea estatlstica para eficinecias e requerimentos quinticos
(5% pelo teste F) entre os gendtipos dentro dos grupos. Os
coeficientes de variag®o calculados para requerimento quintico
foram altos e muito diferentes entre os grupos. ¥o grupo 2, por
exemplo, o C.V., foi calculado em 20%, enquantc o grupe 1 mostrou
valor 6,7%.

As efici&ncizs qufinticas encontradas na literatura

variam em torpno de ©,050 a 0,106 op/féten, dependendo das

concentragdes de O, ¢ de COp utilizadas durante as medidas

(EHLERINGER & PEARCY, 1983; EVANS, 1985; BJORKMAN & DEMMIG, 1987;
ERLERINGER & BJCORKMAN, 1877). Os resultados da literatura sZo
ainda, em geral, baseados na luz reazlmente absorvida pela folha e
nfc na luz incidente, como no presente trabalho.

| Gs resultados incluldos na tabela 5 mostram os
valores de eficilncias quinticas aparentes () e de requerimento

quintico (1/¢), obtidos com feixe de luz de LEDS de comprimento
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de onda madxinmo de €60 nm. ts belxes eficitncias qulnticas

obtidas forar devidas, provavelmente, & c¢oncentragio nio

saturante de CO, na c&mara porta-emostra, ocorrendo assim efeito

da fotorrespiraeBo (EVANS, 1988),

Os velores de requerimento qufintico sBo elevados

quando comparados com os valores tedricos de 8-12 quanta/0n»
encontrados na literaturz (RAVEN, 1985; WALKER, 1986). Contudo,
considerando gue a literatura mostra que oz valores dos teores de
fotorrespiras®o ewm plentas C;, como em soja, situam-se na faixa
de 20~25% das taxas de fotossintese aparente, podendo zalcanear

atd 75% (ZELITCH, 1971; ZELITCH, 19879), os valores encontrados,

apds descontados possfveis perdas respiratérias, podem aleangar

os valores tedricos citados.
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Fig. 15. Trocas de 9? de quatro gendtipos de feij8o (grupo 1),
em uMm=~2S-71, em diferentes densidades de fluxo de

fétons {(A). Pontos de compensagBo por luz e efeito
Kok encontrados em escala expandida (B). Cada ponto na
curva ¢ mddia de tré&s repetiedes.

59



x CNF 4600 OCNF 4842 o CNF 4844
el ©cARioca-80

U MOL DE OpmZs¢’

0 50 100 150 200 250
U MOL DE FOTONS.m=2sg"

1.5

x CNF 4600 O CNF 4842 o CNF 4844
p
1Or O CARIOCA-80 s

1 i i i 1

0 0 20 30 40 80 &0
U MoL DE FOTONS.m?2, &

Fig. 16 = Trocas de ?2 de quatro gendtipos de feijdo (grupo 2)

em WMm=28= em diferentes densidades de fluxo de
fétons (&), Pontos de compensa¢Bo por luz e efeito
Kok encontrados em escala expandida (B), Cada ponto
da curva ¢ média de tré&s repetiefes.
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17 - Trocas de °¥ de quatro gendtipos de feij&o (grupo 3),
em uMm=-28-7T, em diferentes densidades de fluxo de

fétons {(A). Pontos de compensaeBo por luz e efeito
Kok mostrados em escala expandida (B)., Cada ponto da
curva € média de tr&s repetigbes,
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Fig. 18 - Trocas de 0O, de quatro gendtipos de feijfo (grupo %),
em HMMm“<S™ T, em diferentes densidades de fluxo de
fétons (A). Pontos de compensagdo por luz mostrados
em escala expandida (B). Cada ponto da curva & média
de trés repetiedes.
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Tabela 5. EficiZneie qufintica (ﬁ) e requerimento qufntico (1/#)

dos gendtipos de feiljfo.

WTMEOM M B oMm o st N M G G M S KR M L e A M S e e G R S SR M e W M A Ee e W B e G S Ah S Mo e R B B A e e T e e K M R B e s e e e

Grupo Genotipo ¢ 17§
1 Carioca-80 6.,0L26 23,40
CNF 0480 0,0434 232,10

CHF 5455 00,0372 26,97
CKF A45LhY €,0396 25,39

cy (%) 6,7
2 Carioca-80 0,0365 27,80
CRF 48344 0,0366 27,61
CNF 4B8uap 00,0405 25,75

CKF 4600 00,0359 28,97

cv (%) 20,0

3 Carioeca-89 0,0367 27 425
CNF H786 0,0350 30,158
CHF 5547 86,0390 26,77
CHF BE290 0,0380 26,480

cy (%) 17,4
y Carioca~80 0,0418 24,08
CHF 5508 00,0410 24,74
CHF 5520 00,0367 25,24
CHF 5539 0,0385 26,02

cv (%) §,8

T D S S A S G W M M oG S O M M g A e A e e M B S RN M M A A A5l e me m e W T M mm A R W i e e m e a
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5. CONCLUSOES

A utilizaedo do DCMU como bloqueador da cadeia de
tranpscrte de elétrons ndoc fol particularmente efetiva para a
obtengeBo de valores de fluorescéncia mdxima (Fm) em folhas dos
gendtipos de feijf%o testados., Por esta razZo estabeleceu-se ©
tempo de 30 minutcs de adaptaeBo ao escuro para que os Centros de
Reagfo do fotossistema 2 alcang¢assem o estado "abertol.

0s resultados da determinag3o da cindtica da
indue%o de fluoresc®ncia e das trocas de 0p* 1indicam,
aparentemente, que néo houve eficiente infiltraeio do DCMU nos
tecides dos discos foliares,

KZo houve diferenga estatistica pelo teste F {(p >
0,05) entre os gendtipos para fluorescéncia minima (Fo), midxima
(Fm), varidvel (Fy) e efici®ncias do "quencher®™ ({(Eg) e
fotogufmica éf). Embora nfo se tenhar detectado diferengas entre
os gendtipos pela utiliza¢e8o dos par8metros descritos acima,

acredita-se gque o método merece considerageio ¢ deva ser nmelhor
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explorado em estudors de varisbilidade gendtico-fisioldgica,

0s resultados cbtidos nBo mostraran diferengas con
relagBo a liberagfo (fotossIntesel e consumo de 0> (respiraefo).
Entretanto, foil detectazdo umz tend@ncisz de mzior taxa de consumo
de O2 pelo genmdtipo Carioca-80 em comparagfo acs demais, exceto
para o gendtipo CNF 5547, que epresentou o= maiores valores., &
pesslvel que esta paior taxa respiratdria contribus para o
fernecimento de compostos do metabolismo intermediadrio,
necessdrias aos processos de redugedo do nitrato e nitrito e
assimilae8o da aménia, em especiazl sob luz, mas tambdm no escuro
(RUFTY et alii, 1984),

No d¢ltimo grupo de gendtipos testados ocorreu
saturageio fotossintdtica em nlvel baixo de irradifinecia (235 uM
fotons m-2s-1J, Adtribui-se a istoe o fTate das plantas terem sido
cultivadas numa época en que houve limitaeZoc de luz, tendo

ocorrido fotoinibie8o quande submetidas zo nlvel de irradifncia

- mencionado.

0 efeito Kok foi evidente para gquase todos os
gendtipos, comr excegfo do Ultimo grupe de gendtipos testados. P
possivel que existz algume relagZo entre irradifinciz e auséncisz
do efeito Kok, imposslivel de ser explicado apenas com o8 dados
apresentados.

Ls medidas das efici&ncias qufinticas, e portanto
as exigéncias quénticas, tambédm nioc apresentaram diferengas
significativas peio teste F (P > 0,05), entre os gendtipos
testados.

Deve ser levado em consideraefo que o gendtipo

Carioca escolhido como padrio no presente trabalho apresenta una
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estabilidade ou plasticidade associada so comportamento superior,
conparado com os denmals gendtipos, gquando cultivedos ern
diferentes situagles ambientaiép(época do &no, por exenplol,
enbera isto ndo signifique que ele & sempre mais ﬁrodutivo'em
gqualquer experimento de competielo de germdtipos (cultivares), Em

experimentos de competieZo a cultivar Carioca situs-ze guase

sempre na mddis superior de produtividade,
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6. RESUMO

C prineipal objetivo de praticamente todos os
trabalhos de pesquisa com feij80, € mesmo com outras cultﬁras,
tem sido a busca de gendtipos mais produtivos e cor aceitaelo
comercial além, evidentemente, de possuirem resist@ncisz ou
tolerfneia a pragas e doengzs.

O presente trabalhko teve por objetivo testar 12
gendtipos de feijBoc utilizandc-se tlcenicas de emiss3o de
fluorescéneciz e de troea de 0, pelas plantes, comparando-os com o
gendtipo Cariccez, tido como o mais produtivo e estdvel dentre as
variedades plantadas,. Os par@metros determinados foram:
fluorescéncia mInima Fo, mdxima Fp e terminal Ft, fluorescéncis

varidvel, Fy (Fv = Fn - Fo), efici&ncia do extintor (guencher)

ft=3

g, e efici€neia fotoquimica Ef. Foi tanbém avalizda a liberaedo

de 02 pela fotossintese e o consumo pela respiragdo.
Os 12 gendtipos foram divididos em U4 grupos, tendo

sempre o Caricca como testemunha. Cada grupo foi estudado em
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dpoce diferente devido & impossibilidade de se trabalhar com
todos slmultaneamente,

Os resultados mostraresm que, em relasg¢fo 2aos
parénmetros da fluoresc®ncia, nHo houve diferenga entre os
gendtipos testados € nem entre eles e ¢ Cariocca,.

Em se tratando das trocas de 0p» também n8o foram
detectadas diferengas estatlisticas entre os gendtipos.
Entretantoc, observou-se gue ¢ gendtipo Carioca apresentou taxa
respiratéria sempre maior do que os denais, com exceglo do

gendtipo CNF 5547 (também do grupo do Carioca), que apresentou

taxa respiratdria (-1,106 W O,p_5e_p) ligeiramente superior z do

Carioca (-1,020 pyM 0pk-28-2).

E provédvel que =z maior taxa respiratéris
determinada para o gendtipo Carioca esteja associada 20 uso
eficiente do nitrogénio, atravéds da maior disponibilidade de
esqueletos carbbrnicos, ATP, NADH, NADPH ferreddxina reduzida,
utllizados no processe de redugdc e incorporageZo do nitrato enm
compostos orgénicos.

Az eficitncias e 2s exigéncizs quinticas forzam
determinadas nos diferentes gendtipos e caracterizado o efeito
Kok, gue & 2 mudanga na 1nelinageio da retaz de luz versos
fotossIntese 1fguida em baixas intensidades de irradifincicz.

K&o foram observadas diferengas estat?sticas pelo
teste F a 5% para efici@ncias e exigénecias quanticas entre os
gendtipos dentro dos grupos.

0s valores de requerimento quintico encontrados

situaram-se entre 20 e 31 gquanta/0p liberado. Os resultados

encontrados poderiam estar asscciados & metodologia empregada uma
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vez que, dependendo das condigdes de concentraglo de CO0s 4o
ambiente, € a ocorré&ncis de fotorrespiraefic, podem ser observados

aumentos da exigéncia qufntica em =até 75%, ern ambiente cor baixa
seturaeioc de COp-

0 efeito Kok foi observado para guase todos os
gendtipos temtados, Apenas o 8ltimo grupo de gendtipos,
constituldos pelos materizis CNF 55¢8, CHNF 5520, CHNF 5539, e
também o Cariocca, aparentemente nZo apresentou nenhum efeito.
Este fato pode estar associado ao fato de que este grupc recebeu
baixa radiaefo solar durante o crescircento devido a época do ano
em que foi cultivado (maic, Junhol), levando as plantas a se
comportaren como plantas de sombra, com saturaefo fotossintdticsa
en baixas densidades de fluxo de fdtons. Isto pode ter resultado

er fotoinibieBc e desaparecimento do efeito Kok,
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7. ABSTRACT

The principal objective in common beans as well 2s
in erop research, has been the search for genotypes with better
productivity and commercial acceptability. Other equally
important targets have been tolerance or resistance to pests,
diseases and drought.

The alm of the present research was to test twelve
bean genotypes for productivity using techniques of flucrescence
emission and oxygen exchange rate by plants, comparing them with
the genotype Carilioce that have large stability and most mean
productivity anong the varieties planted. The parameters
determined were minimal fluorescente (Fo}, maximal (Fm}, and
terminal (Ft}), variable fluorescence, Fv (Fv = Fr - Fo), Quencher
efficiency (Eg) and fotochemical efficiency (Ef). It was yet
evaluated the O evolved during photosynthesis and consumption
during respiration.

The twelve genotypes were divided in 4 groups,
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each with having the cv. Carjocas &s an internal check 4in & total
of four genotypes each time with three replications. Each group
was studied a2t 2 time by the impossibility to work with all
genotypes simultaneously.

The results showed no differences among genobtypes
for the fluorescende paraceter meazsured in the experiment,

Concerning 0, changes, also no statistic
difference was found anmrong the genotypes. FNevertless it was
observed that the genotype Carioccs allways showed respiratory
rates greater than the others, except for the genotype CHF 5547
(seed type looks like Cariccal}, which showed a respiratory rate
(1,106 uMop m=2s=1) greater than that of the Cariocca (1,020
W0, p-2s-1).

The greater respiration rate of the genotype
Caricca been related to the efficient use of nitrogen through the
greater disponitbility of carbonic esqueletons, ATP, NADH, KADPH,
and reduced ferredoxin, required in the processes of reducition
and assimilation of the NHy in organie compounds.

The guanties efficiencies and guantic yields were
determinated in the different genotypes and the Kok effect
characterized, that is the change in the slope of the line of
light versus net photosynthesis in low light intensity.

There was no statistic differences, by F test, at
the level of 5%, to efficience and quantic yields among the
genoiypes within the groups.

The vslues found of gquantic yield were in the
range between 20-31 quanta/0p €volved, The high values found in

comparison with the literature is probably due to the methodology
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enployed since 1t deperndling on conditions of CGB concentrations
the environpent, the photorespiration would decreazse the quanturn
yield up to 75% in an environment ;ith 1ow CO5 saturation.

The Kok effect weas observed for most genctiypes
tested. Cnly the group of genotypes formed by CEF 5568, CNF
5520, CNF 5539 and Caricca apparently showed no effect., This was
probably due this group t¢ growth under low light irradiance of
the ponths of may through July, causing the plants to grow as it

they were under shade,. The latter condition results in

photoinhibition &and consequently fades the Kok effect,
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