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RESUMO

Nesse trabalho, pretendeu-se fazer o detalhamento dos mecanismos do
processo respiratério de plantas, buscando a identificagdo do chamado Efeito Kok,
caracterizado pela inibicdo da respiracdo na presenca de luz. Tal efeito foi relatado
pela primeira vez por Kok (1949), com base em medigOes feitas em algas e, desde
entdo foi observada em varias espécies de plantas, consistindo na mudanca abrupta do
rendimento quantico sob baixas intensidades de luz, sugerindo que a luz pode causar
alteracdes nas trocas gasosas entre planta e atmosfera. Dessa forma, € importante o
entendimento do efeito Kok para a inclusdo da variagdo da respiragéo foliar sob a luz
e da fotorrespiracdo nas estimativas de producéo de plantas e nas estimativas do ciclo
de carbono dos ecossistemas. A partir disso, o primeiro capitulo desse trabalho
consiste em uma revisao sobre o efeito kok e sua importancia para as trocas liquidas
de carbono, trazendo também uma sugestdo com base bioquimica para uma possivel
explicacdo do efeito aparente, com o intuito de influenciar pesquisas futuras. O
segundo capitulo desse trabalho traz um estudo realizado na Universidade Federal de
Lavras com o objetivo de descrever a respiracdo na luz relacionada com as diferentes
idades de folhas de Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho, buscando identificar a
inibicdo da respiracdo pela luz nas folhas jovens, maduras e velhas. Para isso, foram
realizadas curvas de resposta a taxa assimilatoria liquida em funcdo da intensidade
luminosa (A-RFA), obtendo-se assim a taxa de assimilacdo liquida de carbono,
concentracdo subestomatica de CO2 e condutancia estomatica. Esses parametros de
trocas gasosas foram usados nas estimativas do grau de inibicdo da respiragéo pela luz
nas folhas. Foi observado que a taxa de assimilacéo e a eficiéncia quéntica néo diferiu
entre as folhas jovens, maduras e velhas, porém, a respiracdo na luz e no escuro foram
maiores em folhas jovens e maduras quando comparadas com folhas velhas. Ocorreu
a inibicdo da respiracdo na luz e de forma semelhante entre as idades de folha. Esse
estudo € o primeiro desenvolvido sobre o efeito Kok na cultura do café e os resultados
obtidos permitirdo melhorar a compreensédo sobre a producao de cafeeiros a partir de
medidas de trocas gasosas, pois o efeito kok tem potencial aplicagdo na agricultura,
podendo ser o ponto de partida para a criacdo de tecnologia que visam aumentar a
produtividade priméria liquida das plantas.

Palavras-chave: Fotossintese. Respiracdo. Coffea arabica. Fenologia de folha.



ABSTRACT

In this research, it was intended to do the detailing of the mechanisms of the
respiratory process of plants, seeking the identification of the so-called kok effect,
characterized by the inhibition of leaf respiration on light. This effect was first
reported by Kok (1949), based on measurements made in algae and, since then it was
observed in several species of plants, consisting of the abrupt change of quantum yield
under low intensities of light, suggesting that light can changes gaseous exchanges
between plant and atmosphere. In this way, it is important to understand the kok effect
for the inclusion of the variation of leaf respiration under light and photorespiration in
the estimates of plant production and the estimates of the carbon cycle of ecosystems.
From this, the first chapter of this work consists of a review on the Kok effect and its
importance for net carbon exchanges, also bringing a biochemical suggestion for a
possible explanation of the apparent effect, with the intention of influencing future
research. The second chapter brings a study carried out at the Universidade Federal de
Lavras to describe the respiration under the light related to the different ages of leaves
of Coffea arabica L. cv. Catuai vermelho, seeking to identify the inhibition of
respiration by the light on the young, mature and old leaves. For this, response curves
were performed the net assimilatory rate due to luminous intensity (A-RAF), thus
obtaining the net carbon assimilation rate, CO2 concentration and stomatal
conductance. These gaseous exchanges were used in estimates of the degree of
respiration inhibition by light on the leaves. It was observed that the rate of
assimilation and quantum efficiency did not differ between young, mature and old
leaves, however, respiration under light and under the dark were higher in young and
mature leaves when compared to old leaves. Inhibition of respiration in light and
similar form between the leaf ages occurred. This study is the first developed on the
kok effect in the coffee crops and the results obtained will enhance understanding of
coffee production from gaseous exchanges, since the Kok effect has potential
application in agriculture, being a starting point for the creation of technology to
increase the plants net primary productivity.

Keywords: Photosynthesis. Respiration. Coffea arabica. Leaf phenology.
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CAPITULO 1

INIBICAO DA RESPIRACAO NA LUZ (EFEITO KOK)

2. INTRODUCAO

Para as plantas, as folhas sdo os 6rgdos especializados em realizar trocas
gasosas com a atmosfera. Para a producdo vegetal, a folha é vista como a unidade
produtora, em que a matéria seca é formada a partir da sintese de matéria organica
pela fotossintese, resultando no crescimento vegetal. A producdo de matéria organica
pela folha depende do processo da fotossintese, que capta CO2, e dos processos
metabdlicos que ocorrem simultaneamente e que liberam CO2. Esses processos que
liberam CO2 sdo a fotorrespiracao (Fr) e a respiracao (R).

A quantidade de carbono acumulado nas plantas em crescimento ativo
depende do equilibrio da fotossintese (producdo primaria bruta, PB) e da respiragdo
da planta inteira (autotréfica) (R). Com a diferenga entre esses fluxos obtém-se a
producdo primaria liquida (PL). Assim, o balango de carbono foliar, ou a fotossintese
liquida pode ser definida como a diferenca entre os fluxos de CO2 de entrada e de
saida da folha (COLLALTI et al, 2020):

PL=PB - (FR +R)

A taxa de fotorrespiracdo pode ser prevista usando a fracdo molar de CO2
interna e equacBes que descrevem a troca gasosa (levando em consideracdo a
estequiometria da liberacdo de CO2 em relacdo a fixacdo de O2 pela ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase). Estimar a respiragdo na luz é muito mais
desafiador pois ndo ha equacao que possa prever sua taxa em funcdo da fotossintese
liquida, fracdo molar de CO2 ou outros parametros ambientais.

A respiracdo abrange todos os fluxos ndo fotorrespiratorios que liberam CO2
em catabolismo (principalmente degradacdo do piruvato, o ciclo dos acidos
tricarboxilicos e a rota oxidativa das pentoses fosfato). E um processo metabélico
fundamental por converter uma grande fragcéo de fotoassimilados de volta em CO2,
produzindo intermediarios de esqueleto de carbono, fornecendo energia na forma de
ATP ao metabolismo e poder redutor (NADPH) necessario para a maioria dos

processos de crescimento e manutengdo. Ao nivel da folha, a respiracédo na luz (RL)



representa uma perda de carbono de 5% do CO2 fixo bruto, mas esta proporcao é
altamente variavel, dependendo das espécies e condigdes (ATKIN et al., 2000).

A respiracdo na luz (RL) é um fluxo de intensidade baixa e deve ser
determinada separadamente por modelos empiricos ou simplesmente como sendo
85% da taxa de respiracédo foliar medida no escuro (RE), quando medidas de trocas
gasosas sdao feitas sem a presenca de radiacdo fotossinteticamente ativa, 0 que inativa
0s processos de fotossintese e fotorrespiracdo, dependentes de luz (TCHERKEZ et al
2017).

A respiracdo é um processo que depende da temperatura, massa e da idade do
tecido. Sabe-se que a respiracdo € menor nas folhas maduras do que em folhas jovens
e velhas. Também se sabe que a respiracdo é menor nas folhas mais expostas ao sol
do que nas sombreadas, mas ndo ha consenso sobre o que causa essas modificacGes
nos padrdes respiratorios das folhas (COLLALTI et al, 2020): Devido a isso, existem
varias incertezas nas estimativas dos fluxos de troca de CO2 entre biosfera e
atmosfera relacionadas a producdo vegetal. Também revela uma grande lacuna nas
pesquisas da fisiologia de plantas em relacdo a respiracdo foliar - um componente
importante e altamente variavel do balanco de carbono, que pode representar de 5 a
20% da produtividade bruta e ¢ amplamente previsto que seja sensivel a varia¢fes do
ambiente fisico.

A luz pode causar alteragdes nas trocas gasosas entre planta e atmosfera. Sob
baixas intensidades de luz, em torno da incidéncia de luz que se apresenta o ponto de
compensacgdo, ocorre uma mudanca abrupta no rendimento quéantico fotossintético,
sendo esse incrementado devido ao aumento da taxa respiratoria, logo foi assumido
que existe uma aparente inibicdo na taxa respiratéria sob a incidéncia de luz, variando
de 0 a 1, onde quanto mais préximo de 1, maior € o grau dessa inibicdo (GAUTHIER
et. al., 2020). Tal efeito foi relatado pela primeira vez por Kok (1949), com base em
medicdes feitas em algas e, desde entdo foi observada em vérias espécies de plantas,
sendo nomeado efeito kok (HESKEL 2013; TCHERKEZ et al. 2017).

Entender como o balango de carbono é afetado pelo efeito Kok € importante
para a inclusdo da variagdo da respiracdo foliar sob a luz e da fotorrespiragdo nas
estimativas de producdo de plantas. Negligenciar a inclusdo do efeito da luz na

mudanca nas taxas respiratorias pode resultar em superestimacdo da produtividade



priméria bruta e da respiracdo da planta que, consequentemente fornece resultados
erroneos ao ciclo de carbono do ecossistema (KEENAN et. al., 2019).

Considerando a inibicdo da respiracdo na luz, varios outros processos
relacionados ao balanco de carbono e energia, como a biossintese de nova biomassa
estrutural, translocacéo de foto assimilados de fontes para drenos, absorcédo de ions da
solucdo do solo, assimilacdo de N (incluindo N2) e S em compostos organicos,
turnover de proteinas e células e a manutencdo de gradiente de ions terdo suas
estimativas alteradas, 0s quais sdo processos individuais ligados ao processo
respiratério (AMTHOR, 2000).

Apesar da importancia da respiracdo para o metabolismo das plantas e
equilibrio de carbono, algumas de suas facetas principais ainda sdao mal
compreendidas e identificar e quantificar a taxa de inibicdo da respiracdo sob a luz é
de grande importancia, por ser um fendmeno que impacta diretamente as trocas
liquidas de carbono entre plantas e atmosfera, ligada ao crescimento da planta,
alterando as estimativas de producdo e de uma grande parte do ciclo de carbono
terrestre (TRUMBORE, 2006). Diante disso, ha a necessidade de se estudar a
respiracdo foliar, esclarecer a ocorréncia do efeito Kok e avaliar sua relevancia para
medir a respiracdo na luz, impactando assim no desenvolvimento de modelos
objetivos que permitem a quantificacdo de ganho de biomassa e, consequentemente,

na produtividade das plantas.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Trocas gasosas e efeito kok

Plantas em crescimento ativo acumulam carbono a partir do processo
fotossintético (produgdo primaria bruta, P) e o liberam a atmosfera através do
metabolismo, principalmente, pelos processos de respiragdo e fotorrespiragdo. A
diferenca entre os fluxos de absorcdo do carbono pela fotossintese e liberagcdo pela
respiracdo da planta inteira fornece a producao primaria liquida (PL) (COLLALTI et
al, 2020):



A maior parte da PL anual é alocada para o crescimento estrutural das plantas,
mas também fornece assimilados que sdo armazenados como carboidratos néo
estruturais (principalmente amido e agUcares) em 6rgdos de reserva. Uma outra parte
volta para a atmosfera na forma de compostos orgéanicos volateis e alguns sdo
exsudados para a rizosfera (CHAPIN et al., 2006).

A producdo de biomassa das plantas esta relacionada com a fotossintese e
respiracdo. Se R aumenta em paralelo com a biomassa, entdo PL necessariamente
declina. Isso porque, P ndo pode aumentar, mas se estabiliza no dossel. Da mesma
forma, se a R diminui por alguma influéncia ambiental, entdo a PL aumenta,
aumentando o crescimento da planta, incorporando matéria organica em sua estrutura
(COLLALTI et al, 2020).

A taxa de assimilacdo liquida de carbono € determinada pelas caracteristicas
bioguimicas, fisioldgicas e morfoldgicas da maquinaria fotossintética, que variam
com as condigdes ambiente, tais como irradiancia que alcanca as folhas (6rgdo
fotossintético). A quantidade de radiacdo que uma planta recebe é um fator

importante na regulacdo de seu crescimento e desenvolvimento.

A fotossintese liquida das plantas responde de forma hiperbdlica (curva) a
densidade de fluxo foténico. Em geral, quando o nivel de radiacdo decresce, a taxa de
fotossintese liquida das plantas também decresce, até chegar a valores negativos. O
nivel de radiacdo no qual a taxa fotossintética liquida se iguala a zero é denominado
ponto de compensagdo luminoso (LARCHER, 1995). No ponto de compensacéo
luminoso, o intercdmbio liquido de CO2 ¢é igual a zero. Abaixo do ponto de

compensac¢do luminoso, ocorre perda liquida de carbono na planta.

Em seus estudos com algas e plantas aquaticas, Kok (KOK 1949; KOK 1956
a; KOK et. al, 1956 b), encontrou uma queda acentuada na curva de resposta a
concentragdo de CO2 sob pouca intensidade de luz, mostrando que ha um aumento no
processo respiratorio sob baixa luminosidade e, portanto, uma inibi¢do desse processo

pelo efeito da luz, iniciando os estudos sobre o chamado efeito Kok.

Kok estudou a relacdo entre baixa e media intensidade de luz e taxa
fotossintética em algas Chlorella e Haematococcus e folhas de Cabomba, uma planta



aquética, herbacea, perene. Detectou-se uma anomalia no padrdo de relagdo linear
entre a fotossintese e a quantidade de luz absorvida, sugerindo que nem sempre a
quantidade de luz absorvida é igual a quantidade de molécula de O2 em evolucéo,
supondo a ocorréncia de mais de um processo induzido fotossinteticamente em
plantas e algas. Essa concepcdo foi obtida a partir do resultado representado pela
figura 1, mostrando duas partes estritamente lineares com a existéncia de uma queda
acentuada em P1. A parte P1-P4 corta a ordenada em H, sendo OH=HR (OR
representa a magnitude da respiracdo no escuro). OP1’ ¢ quase igual OR. A
propor¢do OP1’:OR foi considerada bastante constante em varias medigdes realizadas

com algas.

A hipotese da existéncia da queda acentuada na curva de fotossintese em
resposta a luz foi entdo aceita, sendo caracterizada por um numero quantico q (P1-P4-
quanta absorvido por mol de O2 em evolugéo); e do efeito Kok caracterizado por um

namero quéantico equivalente a % q (figura 1).

Figura 1- Relacéo entre a intensidade de luz e evolugédo de oxigénio de acordo com 0s
primeiros experimentos de Kok.
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Legenda: Observa-se uma queda acentuada na taxa fotossintética entre R-P1 (efeito Kok) e a
propor¢do OH:HR é 1. Fonte: KOK, 1949 adaptado.

O efeito Kok é definido pela mudanca abrupta no rendimento quantico
fotossintético que ocorre em intensidades de luz muito baixas, em torno do ponto de
compensagdo, causando uma inflexdo aparente na curva de resposta de taxa
assimilatoria liquida em funcdo da irradidncia. Observando a figura 1, nota-se uma
mudanca no padrdo linear entre fotossintese e radiacdo, apresentando uma
interceptacdo e, logo abaixo, o intervalo R-P1. A extrapolacdo linear da interceptacdo
da curva acima do ponto de quebra é considerada como uma estimativa de respiracdo
na luz. Portanto, 0 método de estudo de efeito Kok é uma técnica amplamente usada
para estimar a respiracdo na luz e identificar o grau de inibi¢do da respiracéo na luz
(CROUS et al., 2017; GAUTHIER et. al., 2020).

A mudanca no rendimento quéntico foi primeiramente atribuida a inibicéo da
respiragdo mitocondrial pela luz. Abaixo de uma determinada intensidade de luz
(ponto de quebra Kok), a respiracdo na luz aumenta, causando menores valores de
assimilacdo e, portanto, um maior rendimento quantico aparente da fotossintese
liquida. Considerando que a inibi¢do da respiracdo se da pela razdo entre respiracao
no escuro e respiracdo na luz, presume-se que a inibicdo da respiracdo na luz é menor
que 1, abaixo do ponto de quebra de Kok e, acima da quebra, conforme a irradiancia
aumenta, a inibicdo se aproxima de 1 sendo, portanto, maior na luz (GAUTHIER et.
al., 2020).

O significado da mudanca de rendimento quantico permanece um tanto
controverso. Mecanismos alternativos ndo respiratorios foram propostos para explicar
o efeito Kok, como: uma resposta da fotorrespiracdo a luz (CORNIC 1977; AYUB et
al., 2011); uma mudanga drastica na concentracdo de CO2 interno sob baixa
luminosidade (FARQUHAR & BUSCH 2017), uma combinacdo de respiracdo e
efeitos internos do CO2 (YIN et al., 2020); ou um aumento em rendimento quéantico
fotossintético abaixo o ponto de quebra, refletindo maior rendimento fotoquimico do
fotossistema II, ®PSII (TCHERKEZ et al., 2017).

Diversos grupos de pesquisa ainda buscam obter mais informacdes sobre a
forma exata da curva no intervalo R-P1, representada na figura 1. Trabalhos
analisando o efeito Kok foram realizados em uma variedade de espécies, e foram
observadas diferentes respostas para cada espécie (KIRSCHBAUM e FARQUHAR



1987, ATKIN et al., 2000, SHAPIRO et al., 2004, AYUB et al., 2011, CROUS et al.,
2012, HESKEL et al., 2012). Contudo, o estudo do efeito inibitdrio da respiragdo em
plantas de café se torna pioneiro para a predi¢do da produtividade da comodity e da
contribui¢do dos campos de cultivo de café no ciclo de carbono global. As variacbes
nas taxas de inibicdo da respiragdo na luz séo resultado do efeito Kok, que ocorre ao
nivel da folha e pode ter grandes implicacdes na estimativa da taxa de troca de
carbono do ecossistema.

Usando o efeito Kok, trabalhos apontam variages na respiracéo na luz e a
sensibilidade do efeito inibitério da respiracdo sob a luz a muitos fatores ambientais
que incluem temperatura, disponibilidade de nutrientes no solo e concentracdo de
CO2 (HESKEL et al. 2012; HESKEL et al. 2013; ARMSTRONG et. al., 2006;
ATKIN et al. 2007; AYUB et al. 2011; ATKIN et. al., 2010; ATKIN et al. 2014).
Além disso, fatores fisioldgicos e fenoldgicos também tém importancia nas taxas de
respiracdo, influenciando no efeito Kok, sendo que tal influéncia precisa ser
investigada para avaliar padrdes de resposta em cada estagio fenoldgico de folhas.

Calvin & Massini (1952) em estudos com carbono marcado (C14) observaram
que o metabolismo respiratorio foi totalmente inibido na luz quando, observando a
respiracdo em algas, ndo houve C14 nos intermedidrios do ciclo do &cido

tricarboxilico e, agucares marcados ndo eram respirados em folhas iluminadas.

3.2 Importéncia do Efeito Kok

Os fluxos de carbono podem ser impactados por um importante processo de
inibicdo da respiracdo foliar pela luz podendo alterar as trocas gasosas a nivel de
ecossistema, visto que a respiracdo das plantas representa aproximadamente metade
da respiracéo total do ecossistema, com as folhas contribuindo com aproximadamente
50% da liberacéo total de CO2 da planta (AMTHOR, 2000). No entanto, a ocorréncia
da inibicdo da respiracdo permanece debatida e as implicagOes para as estimativas de
respiracéo e fotossintese em escala de ecossistema permanecem néo quantificadas.

A respiracdo de um ecossistema é medida, geralmente, pelo método de
covariancia, tendo duas principais abordagens (método noturno e método diurno) para
ser estimada. Na aplicagdo desses métodos se assume que qualquer diferenca entre a

respiracdo no escuro e na luz do ecossistema se deve apenas a variagdo de



temperatura. O método noturno se baseia no fato que os fluxos noturnos se referem
unicamente a respiracao, ja que a fotossintese e a fotorrespiracdo requerem luz para
ocorrerem. E entdo obtida uma taxa de respiracdo de referéncia com variacdo de
temperatura, que, combinado com os fluxos de carbono diurnos, é utilizado para
estimar a respiragdo na luz. A diferenca entre o fluxo de carbono observado (Fc) e a
respiragdo no escuro estimada (Fr) da uma estimativa de fotossintese aparente (Fa)
(Fc = Fr - Fa) (JANSSENS et al, 2001; REICHSTEIN et al, 2005; HOLLINGER et
al, 1998; RAMBAL et al, 2004). Considerando que a utilizacdo desses métodos na
estimativa de respiracdo de um ecossistema ndo inclui o fenémeno de inibicdo da
respiracdo na luz (efeito kok), o método noturno ird superestimar a respiracdo total e a
fotossintese aparente, pois sera considerado que a respiracdo aumenta durante o dia
em funcdo do aumento de temperatura.

Em contraste, 0 segundo método utiliza dados diurnos e estima fotossintese
aparente (Fa) ajustando uma curva de resposta a luz para observacdes de Fc. A curva
ajustada é usada para estimar a respiracdo de referéncia e, combinada com uma
funcdo de resposta a temperatura, para estimar fluxos de Fr noturnos (SUYKER &
VERMA, 2001; GILMANOV et al, 2003a; GILMANOQV et al, 2007; LASSLOP et al,
2010; FALGE et al, 2002; GILMANOV & SALIENDRA, 2003b; KEENAN et. al,
2019). Sabendo que o método diurno ndo considera o Efeito Kok, essa podera
subestimar a respiracdo total se a respiracdo das folhas for inibida (KEENAN et. al,
2019).

Informagbes pouco precisas sobre as trocas gasosas entre planta e atmosfera
podem contribuir negativamente para erros na predicdo do ciclo de carbono global,
impactando diretamente no manejo de ecossistemas e nos sistemas de cultivo. E
essencial a compreensdo de processos metabdlicos e, como esses processos se
relacionam com a producdo de biomassa vegetal. Assim, a identificacdo de aspectos
especificos do metabolismo da planta, que podem ser manipulados para otimizar a
eficiéncia da producdo, sdo imprescindiveis para estimativas mais assertivas de
carbono do ecossistema e para a melhoria do potencial de rendimento de culturas e,
sabendo que a folha exerce um papel na relacdo entre respiracdo e producdo de
biomassa, pois os nutrientes sdo assimilados nas folhas iluminadas por meio de

estruturas de carbono produzidas pelo metabolismo respiratério, é importante



identificar e incluir a inibicdo da respiracdo na luz nas estimativas de producdo
(TCHERKEZ et al 2017).

Nesse contexto, ecossistemas cultivados merecem destaque, pois possui dois
principais estoques de carbono: o solo e a planta. Assim, embora a atividade agricola
seja responsavel por uma grande emissdo de gases, também pode ser responsével por
mitigar parte do excesso de gas carb6nico do ambiente por seu papel como “dreno de
carbono” (COLTRI et al, 2009). Além disso, considerando o fendmeno de inibicao da
respiracdo na luz (efeito kok), os célculos dos fluxos de carbono sdo impactados
devido a reducdo do efluxo de carbono para a atmosfera e, a estimativa da
produtividade da cultura também é impactada, tendo maior acimulo de biomassa e
maior produtividade liquida com a ocorréncia da inibicdo da respiracdo sob condicgdes

luminosas.

3.3 Aplicacao e Perspectivas futuras

A partir do entendimento dos mecanismos de reducdo da respiragcdo na luz,
relacionado a fatores intrinsecos a planta e a fatores ambientais, é possivel
desenvolver modelos de predicdo da produtividade potencial de culturas, podendo ser
correlacionada com a producdo de biomassa na parte aérea e raizes, facilitando a
simulacdo da dindmica da planta ao longo do ciclo fenoldgico. Com o
desenvolvimento de modelos se pode avaliar o comportamento da planta sob
condicdes variaveis no tempo, incluindo os efeitos de ambiente, como o teor de
nitrogénio e disponibilidade de agua, e fazer ligagdes com niveis tréficos mais altos e
outros fatores ecoldgicos (RODRIGUEZ et al., 2011).

Decifrando o processo respiratorio e 0s mecanismos de reducdo da respiracdo na
luz podem também ser desenvolvidos métodos de modificacdo do metabolismo das
plantas, para que essas respirem menos nos o6rgéos fotossintetizantes, tendo assim
maior produtividade liquida, seguindo a equacdo de produtividade PL= PB - (FR +
R). Dessa forma, a aplicacdo de tecnologias com uso de plantas afim de mitigar
elevadas emissbes de gases do efeito estufa devido a capacidade de captura e
armazenamento, retirando o dioxido de carbono da atmosfera e armazenando na

forma de esqueleto de carbono e, com a reducdo da respiragdo e, consequentemente
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reducdo da liberacdo do CO2 (efeito Kok), reduz as emissdes liquidas de carbono
para a atmosfera.

Estudos em busca da compreensdo do efeito Kok sugerem 0S processos
bioquimicos que ocorrem inibindo a respiracdo na luz, mas nenhum conceito ainda
foi acordado na ciéncia para esse fendmeno. Com isso, esse trabalho sugere uma nova
visdo em busca do entendimento do efeito Kok baseado na atividade de uma proteina
dissulfeto conhecida como tiorredoxina (Trx) que pode ser incentivo no
desenvolvimento de hipoteses para pesquisas futuras.

As tiorredoxinas formam uma familia de pequenas proteinas, composta por
cerca de 100 aminoacidos, que contém como grupo reativo os aminoacidos Cys-
GlyPro-Cys, localizados na periferia da proteina. Devido as cadeias laterais de
cisteina vizinhas, a tiorredoxina pode ocorrer em dois estados redox: a tiorredoxina
reduzida com dois grupos SH e a tiorredoxina oxidada na qual as duas cisteinas estao
ligadas por uma ligacdo dissulfeto (S-S). Elas funcionam como proteinas dissulfeto
Oxido-redutases, reduzindo as ligac@es dissulfeto em proteinas-alvo para a forma -SH
e reoxidando-as novamente para a forma S-S. Apesar de seu pequeno tamanho, eles
possuem uma especificidade de substrato relativamente alta e sdo convertidas de um
estado inativo para um estado ativo por meio de reducdo sob a presenca de luz.
(HANS-WALTER et al, 2010).

Em seus estudos em atividade de tiorredoxinas (Trx) fora dos plastidios, em
mitocdndrias em especifico, Balmer e colaboradores (2004) apoiam a visdo de que a
Trx atua como um sensor e permite que as mitocéndrias ajustem as principais reacoes
de acordo com o estado redox predominante dessa proteina dissulfeto. Nesse estudo
foram identificadas 50 proteinas potenciais ligadas a Trx funcionais em 12 processos:
fotorrespiracdo, ciclo do acido citrico e reagdes associadas, metabolismo lipidico,
transporte de elétrons, transformacdo da sintese de ATP, transporte de membrana,
traducdo, dobramento do conjunto de proteinas, metabolismo do nitrogénio,
metabolismo do enxofre, sintese hormonal e rea¢des relacionadas ao estresse.

Devido a essa e outras descobertas, Balmer et al (2004) sugerem que, ao
detectar o estado redox em cloroplastos e mitocondrias, Trx permite que as duas
organelas de tecidos fotossintéticos se comuniquem por meio de uma rede de
metabolitos transportaveis, como fosfato de diidroxiacetona, malato e glicolato. Desta
forma, a luz absorvida e processada por meio da clorofila pode ser percebida e
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funcionar na regulacdo de processos mitocondriais fundamentais semelhantes ao seu
modo de acdo no cloroplasto.

Estudando o meio extra plastidio da atividade de tiorredoxina, Daloso et al
(2015) caracterizaram o funcionamento de plantas nocauteadas em Trx1, NTRA e
NTRB, isoformas de tiorredoxinas, a fim de entender como a atividade dessas
tiorredoxinas regulam os fluxos através do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e
observaram que metabdlitos do ciclo como o malato, citrato, succinato e alguns
relacionados, glutamato e glutamina, apresentaram maior concentracdo nas plantas
mutantes, demonstrando que a atividade dessas Trx regulam negativamente esses
compostos. Posteriormente, foram quantificados teores de algumas enzimas
relacionadas e observou-se que essas Trx regulam negativamente a atividade da
succinato desidrogenase e fumarase, pois mutantes nocauteados apresentaram maior
atividade dessas enzimas. Além disso, sob condicdo luminosa, foi observado que
nesses mutantes nocauteados nas thx citadas anteriormente, houve maior teor de
malato, ou seja, 0 carbono que passa pela glicolise e € incluido em malato, tem maior
enriquecimento nesses mutantes enquanto em planta selvagem ha menor
enriquecimento de malato, mostrando que a atividade dos genes que ativam as
tiorredoxinas regulam negativamente a producgéo de malato.

Observando os resultados desses estudos comentados anteriormente pode-se
entender que a atividade dessas proteinas tiorredoxinas, ativadas pela luz, estdo
fortemente relacionadas a reducdo de compostos importantes para o pleno
funcionamento do processo respiratério (malato, citrato, succinato) e a reducdo da
atividade de enzimas importantes como a succinato desidrogenase e fumarase,
podendo direcionar assim o desenvolvimento de novas predi¢cGes e hipOteses para

avancar no estudo do efeito kok em plantas.

4. CONSIDERACOES FINAIS

O efeito de inibigdo de respiracdo na luz foi detectado em varias espécies por
meio da utilizacdo de diferentes métodos, como o Laisk, Kok e métodos isotopicos
(TCHERKEZ et al., 2017; GONG et al.; 2018; GAUTHIER et. al., 2020). Apesar
disso, pouco se conhece sobre como a respiragdo na luz ocorre em plantas cultivadas

e cComo a variagao nesse processo impacta os orgcamentos de carbono dos campos de
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cultivo e do ecossistema. Além disso, a caracterizacdo dos controles da inibicdo da
respiracdo na luz ainda se encara como um desafio e o surgimento de novas pesquisas

que tragam novas Vvisdes sobre o efeito kok € imprescindivel.
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CAPITULO 2

INIBIC}AO DA RESPIRAQAO PELA LUZ EM DIFERENTES IDADES DE
FOLHAS DE Coffea arabica L. cv. CATUAI VERMELHO

2. INTRODUCAO

O melhoramento da producdo agricola, principalmente diante das mudancas
ambientais, depende fortemente da compreensdao dos processos e fatores que
influenciam a variacdo nos parametros respiratorios e fotossintéticos. A producédo de
biomassa das plantas esta relacionada com esses processos e, a diferenca entre 0s
fluxos de entrada (fotossintese) e saida (respiracdo e fotorrespiracdo) de gas
carbbénico nas plantas em crescimento, fornece a producdo primaria liquida, que
corresponde a producdo de substancias que constitui a planta subtraindo o carbono
que é respirado de volta a atmosfera, ou seja, é toda a energia armazenada a partir da

fotossintese subtraindo a energia dissipada pela respiracdo (YIN et. al., 2011).

A regulacdo da respiracdo mitocondrial desempenha um papel fundamental no
crescimento e sobrevivéncia das plantas, pois esta associada ao direcionamento das
vias de producéo de energia e de esqueletos de carbono, essenciais para a manutengéo
e biossintese celular. Considerando os processos de trocas gasosas, é sugerido que a
produtividade das plantas pode ser melhorada com a reducéo da respiracdo, visto que
reduz a perda de carbono para a atmosfera, promovendo o crescimento das plantas,
por aumentar a capacidade das plantas de incorporar carbono atmosférico em
compostos organicos (COLLALTI et al, 2020).

A respiracdo e a fotossintese sdo processos influenciados por uma serie de
fatores ambientais, sendo a radiacdo um dos principais. Melhorar a compreenséo dos
processos de assimilagdo de C e processos oxidativos em relagdo a luz nas plantas
melhora o entendimento da funcionalidade de um ecossistema e da produtividade
primaria das plantas (YIN et. al., 2011); HESKEL et. al 2018)
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A luz causa alteracGes nas trocas gasosas entre a planta e a atmosfera. Sob
baixas intensidades de luz, em torno da incidéncia de luz que se apresenta o ponto de
compensacdo, ocorre uma mudanca abrupta no rendimento quéantico fotossintético,
sendo esse incrementado devido ao aumento da taxa respiratéria, logo entende-se que
existe uma aparente inibicdo na taxa respiratdria sob a incidéncia de luz, variando de
0 a 1, onde quanto mais proximo de 1, maior € o grau dessa inibicdo (GAUTHIER et.
al., 2020). Tal efeito foi relatado pela primeira vez por Kok (1949), com base em
medicdes feitas em algas e, desde entdo, foi observada em varias espécies de plantas,
sendo nomeado efeito kok (HESKEL 2013; TCHERKEZ et al. 2017).

Entender como o fluxo de carbono é afetado pelo efeito Kok é importante para
a inclusdo da variacdo da respiracdo foliar sob a luz e da fotorrespiracdo nas
estimativas do ciclo do carbono e do ciclo produtivo das plantas. Negligenciar a
inclusdo do efeito da luz na mudanca nas taxas respiratorias pode resultar em
superestimagdo da produtividade primaria bruta e da respiracdo da planta e,
consequentemente, do ecossistema. Assim, torna-se necessaria a avaliacdo e
incorporacdo da variacdo nas taxas respiratorias na luz em modelos de predicao de
trocas gasosas (KEENAN et. al., 2019).

Medidas de trocas gasosas relacionadas com a fenologia das folhas podem ser
usadas para a aquisicdo de dados a fim de estimar com maior precisdo o ciclo do
carbono, sendo importante considerar as propriedades de cada escala da respiracao
que é avaliada, bem como a influéncia da fenologia das plantas na inibicdo de

respiragéo na luz.

Em busca da identificacdo do efeito de inibicdo da respiracdo na luz em
espécie cultivada, o cafeeiro (Coffea arabica) foi utilizado nesse trabalho por ser uma
planta lenhosa e perene, modelo para muitas pesquisas (BOTE et. al., 2018;
DUBBERSTEIN et. al., 2019). O café ¢ um dos produtos agricolas de exportacdo
mais comercializados dos paises em desenvolvimento sendo, portanto, uma valiosa
fonte de renda (ICO, 2015), sendo o Brasil o maior exportador mundial com 22,089
milhdes de sacas de 60 Kg em 2020 e, o Coffea arabica &€ a espécie mais
comercializada no Brasil e no mundo (ORGANIZACAO INTERNACIONAL DO
CAFE, 2020).
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As fases fenoldgicas do ciclo do cafeeiro compreende fase vegetativa e
formacdo de gemas florais entre os meses de setembro e marco do ano de periodo
vegetativo, inducdo e maturacdo de gemais florais entre os meses de abril e agosto,
seguida de repouso e, j& no ano de periodo reprodutivo, entre 0s meses de setembro e
dezembro apresenta-se a florada, formacdo de chumbinho e expansdo dos frutos,
entre 0s meses de janeiro a junho tem-se granacdo e maturacdo dos frutos e,
finalmente, nos meses de julho e agosto, o periodo de senescéncia e repouso, se
mantendo em preparacéo para o proximo ciclo bienal (CAMARGO & CAMARGO ,
2001; MEIRELES et al., 2009).

O estudo dos processos fisiologicos ao longo do ciclo de crescimento e de
maturacao é de suma importancia para o entendimento profundo de cada estadio do
ciclo, caracterizando padr@es fisioldgicos nesses periodos, permitindo a previsdo de
floragdo, colheita e produtividade da cultura. Além de caracterizar padrdes
fisiolégicos em diferentes periodos do ciclo do café arabica, esse estudo utilizara essa
planta como modelo base para os estudos de inibicdo da respiracdo sob a luz e para

outros parametros fisioldgicos.

As caracteristicas das trocas gasosas de uma determinada folha de café podem
se desviar das caracteristicas de outras folhas o que exige cautela ao dimensionar as
estimativas de trocas gasosas da folha. As taxas de fotossintese em plantas C3
geralmente variam entre 10 e 20 umol-m™2-s™! (TAIZ & ZEIGER, 2013). O cafeeiro
tem baixas taxas de assimilacdo liquida de CO2 (A), tipicamente na faixa de 4-11
umol m? s com a concentragdo atual de CO2 atmosférico natural e luz saturante,
que esta na faixa mais baixa registrada para arvores. Os baixos valores de assimilacéo
in situ tém sido associados a limitacdes difusivas (estomaticas e mesofilicas), em vez
de bioquimicas, a fotossintese (DAMATTA et al, 2007).

Para folhas de cafeeiro a irradiancia de saturacdo é relativamente baixa,
variando de cerca de 300 a 700 pmol féton m-2 s-1, com folhas de sombra
apresentando os valores mais baixos, porém, como muitas folhas sdo parcialmente
sombreadas dentro da copa do cafeeiro, pode ser sugerido que a fotossintese do
dossel seria saturada em irradiancias consideravelmente maiores que 700 pmol de
foton m-2 s-1 (DAMATTA, 2004; SILVA et al, 2004).
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O entendimento de trocas gasosas entre planta e atmosfera pode contribuir
grandemente com a maximizacdo da producdo de café, visto que, de acordo com
Santin et. al., 2019, espécies perenes possuem aspectos bioldgicos peculiares, com
longo ciclo reprodutivo, com oscilagdo acentuada, apresentando diferencas nos
periodos de maturidade e longevidade.

A ocorréncia do efeito Kok pode impactar no desenvolvimento de modelos
objetivos que permitem a quantificacdo de ganho de biomassa e, consequentemente,
na produtividade da cultura do café provocada pelo fator luz, baseado nos conceitos
de modelagem e nos sistemas de suporte a previsdo e decisdo agricola, sendo um
avanco para atingir a maior sustentabilidade da cultura (SANTOS, 2002).

Estimar a respiracdo na luz usando o efeito Kok é uma pratica importante e 0s
dados obtidos podem contribuir para modelos preditivos do ciclo do carbono em
escala de folha, campo de cultivo e ecossistema. Assim, é importante caracterizar a
influéncia da idade das folhas de cafeeiro arabica em relacdo ao fenémeno de inibicédo
da respiracao das plantas sob a luz. Identificar a inibicdo da respiracdo nas plantas de
café se tornam importantes para a compreensdo do fluxo de carbono desses cultivos,
sua contribuicdo como dreno de carbono e sua produtividade. Além disso, analisar tal
fendmeno em plantas de cafeeiro pode fornecer informacgdes base para o estudo do

ciclo do carbono em outras espécies e em diferentes ecossistemas.

Com isso, 0 objetivo do trabalho e descrever as respostas fisiologicas da
respiracdo na luz relacionada com a idade de folhas em plantas de Coffea arabica,
buscando identificar a inibigdo do processo respiratorio em consequéncia da presenga
de luz em folhas jovens, maduras e velhas. O estudo esta sendo realizado em um
plantio de café arabica, para avaliar como a idade de folhas impacta nos fluxos
diurnos de carbono. Finalmente, o trabalho visa quantificar a troca de carbono diurna

no cafe a fim de fornecer parametros para o modelo de respiracdo sob a luz.

3. OBJETIVO GERAL.:

Avaliar a influéncia da idade de folha sobre o processo respiratério e sobre a
inibicdo da respiracdo na luz em Coffea arabica, caracterizando o efeito Kok.
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3.1 Objetivos especificos:

a) Descrever os parametros fotossintéticos de folhas jovens, maduras e velhas;

b) Quantificar a taxa respiratoria no escuro nas diferentes idades de folhas;

¢) Quantificar a taxa respiratéria sob a luz nas diferentes idades de folhas;

d) Identificar o grau de inibicdo da respiracdo na luz e o efeito Kok em cada nivel de
maturidade de folha;

e) Propor um modelo de estudo do efeito kok em plantas cultivadas.

4. HIPOTESES

Folhas maduras sdo mais produtivas que folhas jovens e velhas, por
apresentarem menor taxa respiratoria (RE e RL); por apresentarem maior inibicdo da
respiracdo na luz (RE-RL: RE) e; maior taxa assimilatoria liquida (A), sugerindo
mudancas nos processos ontogenéticos envolvendo a maquinaria de reagdo da luz, o

ciclo de Calvin e condutancia estomatica.

5. METODOLOGIA

5.1 Amostragem

O trabalho foi realizado na Universidade Federal de Lavras-UFLA, em um
plantio de Coffea arabica L., variedade Catuai vermelho, implantado em dezembro
de 2016. Nas condicGes climéticas de Lavras-MG, a temperatura média anual é de
19,3°C e a precipitacdo de 1530 mm (KOPPEN, 1948). As medidas de trocas gasosas
foram realizadas em periodo de bienalidade positiva do cafeeiro, de novembro de
2020 a junho de 2021, periodo de crescimento ativo. Esse periodo apresentou
temperatura media de 21 °C, umidade relativa do ar de 62% e precipitacdo de 148

mm.

No plantio de café foram selecionadas 12 plantas sadias e, foram sorteadas 3

para realizar as medidas. Nas 3 plantas selecionadas foram escolhidos ao acaso ramos
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plagiotropicos no terco médio das plantas, onde foram realizadas as medicGes de
trocas gasosas durante o periodo de crescimento ativo (periodo chuvoso e quente).
Foram amostrados 2 niveis de maturidade de folha: folha jovem e folha madura, no
primeiro periodo de amostragem, com 3 curvas em cada nivel, totalizando 6 curvas;
em 3 niveis de maturidade de folhas: folha jovem, madura e velha, no segundo
periodo de amostragem, com 3 curvas em cada nivel de folha, totalizando 9 curvas, e
em folhas jovens e maduras no terceiro periodo de amostragem, totalizando 6 curvas,

tendo o total de 21 curvas em todo o experimento.

As medidas foram tomadas em folhas de sol (iluminadas), sadias,
completamente expandidas, entre o terco médio e distal do ramo plagiotropico. Os
ramos foram divididos em terco proximal, médio e distal. Folhas jovens foram
medidas no terco distal, maduras no terco médio e velhas no terco distal. As medidas
foram realizadas no periodo da manha até inicio da tarde (8:00-13:00), na posi¢do
nordeste do plantio.

Tabela 1. Quantidade de curvas A-RFA realizadas por periodo de amostragem.

Periodo de Curvas em Curvas em Curvas em Total de
amogtragem folha jovem folha madura folha velha curvas
S
1° 3 3 - 6
m
C
d 20 3 3 3 9
3° 3 3 - 6
total > =21

As medicgdes de trocas gasosas foram realizadas utilizando o analisador de gas
infravermelho IRGA; LI-6400XT, LI-COR, Lincoln, NE, USA nas folhas in situ,
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obtendo-se assim a taxa de assimilagdo liquida de carbono (A, pmol m? s?);
concentracdo subestomatica de CO2 (Ci, umol mol™?); condutancia estomatica (gs,
mmol m? s?); taxa de transpiracdo (E, mmol m? s1) em cada ponto de radiacéo

fotossinteticamente ativa (RFA) aplicado.

Foram realizadas curvas A-RFA fixando a concentragdo de CO2 ambiente em
400 ppm, temperatura em 25 °C e umidade relativa mantida em 60-80%. Foram
aplicados diferentes niveis de RFA, ao qual foi iniciado no nivel de luz 800 umol

m~2% s™1 de fétons a fim de ativar a fotossintese e obter valores iniciais estaveis. Os

valores de RFA foram escolhidos a partir da literatura (HESKEL et. al., 2018) e do
conhecimento do comportamento fisiologico da espécie, possibilitando a otimizacéao
das curvas de luz. Para isso foram feitos pré-testes seguindo diferentes protocolos em
busca da melhor resposta fisiol6gica da espécie e otimizacdo da curva:

Protocolo 1: 17 niveis de RFA (1200, 800, 400, 200, 70, 64, 55, 48, 41, 35, 24,
21, 17, 15,9, 3, 0 umol m™2 s™%) com o minimo de 60 segundos e maximo de 120
segundos entres 0s pontos tomados. Ao final da curva A-RFA, a mesma folha
permaneceu na camara e entdo foi realizada a medida de troca gasosa sem a
incidéncia de luz (RFA desligada) por 1 hora, assumindo que a fotorrespiragdo nao
estd ocorrendo e, portanto, todo o efluxo de CO2 ¢é atribuido a respiracdo
mitocondrial no escuro, com intervalo de 180 segundo entre os pontos tomados. O
tempo de aclimatacdo da folha para iniciar a curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Protocolo 2: 25 niveis de luz (800, 400, 200, 75, 70, 62, 55, 50, 45, 40, 36, 32,
29, 26, 23,21, 19, 17,15, 13, 12, 11, 10, 9, 4 pmol m 2 s?), repetidos 7 vezes, com o
minimo de 60 segundos e maximo de 120 segundos entres os pontos tomados,
seguido do desligamento da RFA e andlise dos parametros no escuro por 1 horas,
com intervalo de 180 segundo entre os pontos tomados. O tempo de aclimatacdo da

folha para iniciar a curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Protocolo 3: 27 niveis de luz (1000, 500, 250, 150, 100, 88, 78, 70, 62, 55, 50,
45, 40, 36, 32, 29, 26, 23, 21, 19, 17, 15, 13, 12, 11, 10, 9 umol m 2 %), repetidos 7
vezes, com 0 minimo de 60 segundos e maximo de 120 segundos entres 0s pontos

tomados, seguido do desligamento da RFA e andlise dos parametros no escuro por 1
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horas, com intervalo de 180 segundo entre o0s pontos tomados. O tempo de

aclimatacdo da folha para iniciar a curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Protocolo 4: foram feitas 3 curvas manuais e 1 automatica a fim de comparar
dados. Possui 28 niveis de luz (1000, 500, 250, 150, 100, 88, 78, 70, 62, 55, 50, 45,
40, 36, 32, 29, 26, 23, 21, 19, 17, 15, 13, 12, 11, 10, 9, 5 pmol m2 s'1), com 0s
pontos tomados quando os parametros eram estaveis nas curvas manuais €, no
minimo de 60 segundos e maximo de 120 segundos entres os pontos tomados na
curva automatica, seguido do desligamento da RFA e analise dos parametros no
escuro por 1 hora, com intervalo de 180 segundo entre os pontos tomados. O tempo

de aclimatacédo da folha para iniciar a curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Protocolo 5: 24 niveis de RFA (800, 500, 300, 150, 100, 88, 78, 70, 62, 55, 50,
45, 40, 36, 32, 29, 26, 24, 20, 17, 14, 11, 8, 4 umol m 2 s7%), com 0 minimo de 60
segundos e maximo de 120 segundos entres os pontos, seguido do desligamento da
RFA e analise dos pardmetros no escuro por 30 minutos, com intervalo de 120
segundo entre os pontos tomados. O tempo de aclimatacdo da folha para iniciar a

curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Protocolo 6: 20 niveis de RFA (800, 500, 300, 150, 100, 88,78, 70, 62, 55, 50,
45, 40, 36, 32, 28, 24, 19, 13, 7 umol m 2 s 1), com 5 repeticdes, tempo minimo de 50
segundo e maximo de 90 segundos entre 0s pontos tomados, seguido do desligamento
da RFA e anélise dos parametros no escuro por 40 minutos, com intervalo de 120
segundo entre os pontos tomados. O tempo de aclimatacdo da folha para iniciar a

curva foi entre 30 minutos e 1 hora.

Tabela 2. Resumo dos protocolos aplicados durante o pré-teste.

] ) Interval
niveis __ | intervalo | Tempo de
Protocol repetico 0
de (segund escuro
0 es ) (segund
RFA 0S) (minutos)
0S)

1 17 1 60-120 60 180




2 25 60-120 60 180
3 27 60-120 60 180
4 28 60-120 60 180
5 24 60-120 30 120
6 20 50-90 40 120
7 20 50-90 40 120
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A partir da analise das curvas A-RFA feitas como pré-testes, escolheu-se

inicialmente o protocolo 6 para ser aplicado ao longo do experimento em 3 plantas

escolhidas ao acaso, porém, devido ao tempo de espera para a aclimatacdo da folha na

camara do IRGA, foi reduzido o nimero de repeticdes em cada nivel de radiacdo

fotossinteticamente ativa- RFA, sendo esse entdo o protocolo 7 usado desde ent&o.

Segue abaixo uma curva modelo feita em folhas madura referente ao primeiro

periodo de amostragem, obtida a partir do protocolo 7, apresentando valores médios

de 7 repeticBes de cada nivel de luz.

Figura 1- Valores de Taxa assimilatdria liquida em cada nivel de RFA em folha

madura.
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Figura 2- Valores de Taxa assimilatdria liquida em niveis mais baixos de RFA.

Efeito Kok

[y
in
-

[=]
in [
-
L ]
]

(=1

(=

L]
=
=]

[ ]

[
=]
[
=]
I
]
n
]

Anetpmol C02 m? 5!
[
in

i
e

(=
[X]

FFA umol m™ 571

5.2 Modelagem de respiracéo sob a luz

Nesse estudo em cafeeiro ardbica a respiragdo sob a luz foi medida pelo
método Kok (1949). Uma linha de regressao foi ajustada entre o ponto de inflex&o e o
segmento linear da curva de resposta a luz (em torno de 50 pmol m? s fétons de
RFA), acima da inflexdo. A interceptacdo y dessa regressdo é a taxa aparente
estimada de respiragdo na luz (RL). Considerando as mudangas na concentracao

intercelular de CO2 (Ci) que ocorrem com a diminuicéo de intensidade de luz (RFA),
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foi feito um ajuste dos valores de RL com a regressdo descrita acima com um valor

constante de Ci, usando calculos descritos por Kirschbaum e Farquhar (1987).

A inibicdo da respiracdo (IR) é expressa com a proporc¢édo de respiracdo na luz
e respiracdo no escuro ((RE-RL) /RE), com valores que variam entre 0 e 1. Quanto
mais préximo de 0, mais alto é o grau de inibigdo e, quanto mais préximo de 1, menor
inibicdo (HESKEL et. al., 2018).

Foi estimada a assimilacdo na luz saturante (A _sat) e a eficiéncia quantica
fotossintética relacionada com o grau de inibi¢do da respiracdo pela luz nas folhas, e
como isso pode variar ao longo do ciclo fenoldgico de folhas. Tais parametros foram
calculados em cada curva realizada e manteve-se um valor de referéncia constante de

CO2 de 400 ppm e valor de luz saturante de 800 pmol m s f6tons de RFA.,

Figura 3- Curva de assimilacdo (Anet) em resposta a radiacdo fotossinteticamente
ativa (RFA).

Efeito Kok,

Planta 1, Folha Madura, Protocolo 7

Respiragio diuma aparante & respiragdo no escuro
Rl y-intercept = -0.67 (umal m-2 51}

Re y-intercept = -1.1 {umaol m-2 s-1)

0.5 -

LR

Anet (umal m-2 5-1)
\

.54

o 10 2 30 40
RFA (umol m-2 &1}

Legenda: Efeito Kok aparente representado pela reta em azul.

6. ANALISE ESTATISTICA
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Os dados obtidos correspondem a assimilacdo na luz saturante, eficiéncia
quantica da fotossintese, taxa de respiragdo no escuro (RE) e na luz (RL), grau de

inibicdo da respiracao na luz (IR), calculados a partir de cada curva realizada.

O experimento seguiu 0 modelo delineamento inteiramente casualizado. Entre
as 21 curvas escolhidas previamente, apenas 11 foram usadas para realizar as anélises
estatisticas, apds analise de qualidade das curvas. As variaveis medidas e calculadas
nesse estudo testaram a normalidade antes de todas as comparaces e, entdo, aplicou-
se uma ANOVA para testar a variancia significativa entre as idades de folha. O nivel
de significancia dos testes estatisticos foi pré-fixado em 5% (GOMES, 1973). Todas

as andlises foram conduzidas usando software estatistico R.

7. RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 4 mostra a taxa de assimilacdo liquida de CO2 em luz saturante
(A_sat, umol CO2 m? s), com a entrada de CO2 mantida no valor ambiente. O
processo fotossintético ndo foi afetado pela idade de folhas (p-valor: 0.2176), assim,
os valores de assimilacdo sob luz saturante ndao apresentaram diferencas significativas
entre as folhas jovens, maduras e velhas, com os valores variando entre 4 e 8 pmol
CO2 m2s? Silva et al (2004) encontrou valores médios de 8,6 pmol CO2 m? stao
longo da estacdo de crescimento e, Marias et al (2017) encontrou valores médios de
fotossintese de 6,3 e 7,0 pmol'm—2-s—1 para folhas em expansdo e maduras,

respectivamente.

Em seu estudo ao longo da estacéo de crescimento de floresta tropical perene,
0 qual sdo predominantes folhas em expansdo (jovens) no inicio da estagdo, folhas
completamente expandidas (maduras) ao meio da estacdo e folhas velhas ao final,
Heskel et al (2018) néo verificou diferencas significativas em A_sat e nem em outros
parametros fotossintéticos, porém, observou diferencas em resposta a temperatura e
entre folhas crescidas no topo do dossel e folhas do meio do dossel. ARAUJO et al
(2008), estudando coffea arabica observou que assimilagdo de CO2 méxima em
folhas do topo do dossel e do meio do dossel apresentaram valores semelhantes em

todas as faces da copa.
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As taxas de assimilagdo semelhantes entre as folhas jovens, maduras e velhas
encontradas nesse estudo séo divergentes com o0s resultados comumente encontrados
em estudos de cafeeiro. Estudando o desenvolvimento das folhas por meio de analises
espectrais, avaliando o nivel de verde, clorofila e conteddo de &gua, Ghazali e
colaboradores (2020), observaram que todos os fatores bioquimicos das folhas sdo
diminuidos durante o seu desenvolvimento, mostrando que o comportamento do

cafeeiro é claramente definido pela idade das suas folhas.

No cafeeiro a fase reprodutiva do ano corrente e a fase vegetativa do ano
seguinte sdo simultaneas, e os frutos em crescimento séo drenos preferenciais, assim,
a planta tende a aumentar a producédo de fotoassimilados para suprir as demandas dos
frutos em formacéo, bem como a formacdo de gemas vegetativas (MENDONCA et
al., 2011). Essa alta demanda por fotoassimilados pode explicar as taxas iguais de

assimilacdo em luz saturante entre as folhas jovens, maduras e velhas.

A amostragem de folhas velhas foi realizada apenas ao meio do periodo de
crescimento, nas fases de formacéo dos frutos, que ocorre de forma simultanea com o
crescimento vegetativo do ciclo seguinte. Essa fase coincide com o periodo de maior
radiacdo fotossinteticamente ativa, temperatura mais elevada e maior precipitacéo,
fatores que influenciam positivamente a capacidade fotossintética (MENDONCA et
al., 2011). Isso pode explicar a semelhanca de A_sat de folhas velhas comparado com

folhas maduras e jovens.

Silva e colaboradores (2004) observaram que do crescimento total durante o
periodo de estudo de 12 meses, 78% ocorreram na estacdo quente e chuvosa (outubro
a marc¢o- periodo de crescimento ativo) e 22% durante a estacdo fria e seca (abril a
setembro- periodo de crescimento lento). Isso pode indicar que no periodo de
crescimento ativo as folhas maduras podem apresentar capacidade fotossintética
semelhante as folhas jovens e maduras, aumentando a incorporacéo de carbono nesse

periodo.

Albert e colaboradores (2018), estudando trocas gasosas em floresta tropical
perene, observaram que folhas maduras tiveram uma reducéo na taxa de assimilacéo
ao longo da estacdo de crescimento, e parametros relacionados a fotossintese

(velocidade de carboxilagcdo da enzima ribulose 1,5 bifosfato carboxilase/oxigenase,
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taxa maxima de transporte de elétrons e uso de trioses fosfato) revelaram uma
dependéncia da idade, a qual as folhas maduras tiveram maior desempenho nesses
parametros comparado com folhas jovens e velhas. Wu e colaboradores (2016),
também estudando floresta tropical perene, observaram que o periodo de maior
capacidade fotossintética ao final da estacdo seca pode ser atribuido ao aumento da
quantidade (demografia) e da qualidade das folhas (capacidade fotossintética por area

foliar), como consequéncia do tempo de maturacdo das folhas.

A eficiéncia quéntica (Phi_J), que representa a quantidade molar de CO2
fixado por mol de foton absorvido, ndo diferiu entre as idades de folhas (figura 5, p-
valor: 0.3222). Em diversas espécies o rendimento médio de plantas do tipo C3 varia
entre 0,090 e 0,11, isto porque na maioria das plantas a absorbancia média da folha
(o) é de 0,84 (BJORKMAN & DEMMIG, 1987) e, nesse estudo Phi_J alcangou a
amplitude de 0,02 a 0,9. Araujo et al (2008), ndo observou diferenca na eficiéncia
quantica entre as folhas de todo do dossel e baixo dossel em todas as posicdes da

copa.

Figura 4- Assimilacdo na luz saturante em folhas jovens (j), maduras (m) e velhas (v).

A sat

j' . -;-
idade

Legenda: Os gréaficos de caixa mostram a mediana (linha central), 50% do meio da
distribuicdo (bordas da caixa), 1,5 vezes o intervalo interquartil (linhas verticais) e valores
discrepantes (pontos). P-valor: 0.2176.
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Figura 5- Eficiéncia quantica de folhas jovens, maduras e velhas. P-valor: 0.3222.
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A respiracdo na luz (RL) apresentou diferencas significativas entre as trés
diferentes idades de folha, com os valores variando entre 0,5 e 1,3 umol CO2 m2s?
(figura 6, p-valor 0.0386), sendo as folhas velhas as que apresentaram menores taxas
de RL. Estudando a espécie perene Eucalyptus pauciflora, Way e colaboradores
(2015) observaram que a RL teve as maiores taxas no verdo, periodo em que a
maioria das folhas estavam em expansdo (folhas jovens) ou eram completamente
expandidas (folhas maduras), com média de 6 pmol CO2. m™2 s™!. Observaram que a
respiracdo na luz teve correlacdo positiva com a temperatura, iniciando com menores
taxas no inicio do dia, alcancando valores méximos no meio do dia e reduzindo ao
fim da tarde e, variou ao longo dos meses de estudo, corroborando com as sugestfes

da pesquisa de Crous et al. (2012) em plantas Eucalyptus saligna.

Seguindo a mesma tendéncia de respiracdo na luz, a respiragdo no escuro
também teve maiores taxas em folhas jovens e maduras (figura 7, p-valor: 0.008671),
diferindo de folhas velhas, que apresentaram menores taxas de respiragcdo no escuro
(RE), contudo, as taxas de RE foram superiores as taxas de RL com valores
ultrapassando 1,5 pmol CO2 m? s em folhas jovens. Atkin et al (2006), Way et al
(2015) e Crous et al (2012), também observaram essa tendéncia, com valores maiores
para RE que RL e, verificaram que a RE também é correlacionada com a temperatura,

tendo maiores taxas sob maiores temperaturas e que variaram ao longo das estagoes.



31

Way et al (2015) e Crous et al (2012) observaram maiores taxa de RE no
verdo comparadas com RL, que podem ser associadas tanto com as maiores
temperaturas quanto com a maior quantidade de folhas em expansdo ou

completamente expandidas (jovens e maduras).

Heskel et al (2018) observaram maiores taxas de respiragdo no escuro e na luz
no inicio da estacdo de crescimento que podem estar relacionadas com a abundancia
de folhas jovens e velhas. Essas taxas de RE e RL cairam significantemente ao meio
da estagdo de crescimento (maior quantidade de folhas maduras) e voltaram a
aumentar ao final da estacdo (maior quantidade de folhas velhas) e, dentro de cada
periodo de medicdo as folhas do topo do dossel apresentaram taxas de respiracéo

mais altas do que as folhas do meio do dossel.

Como RE e RL foram medidos nas mesmas folhas durante um periodo
relativamente curto (<24 h), os dados foram usados para investigar a relacdo entre RL
e RE nas 3 diferentes idades de folha. Verificou-se que RL foi significativamente
menor que RE. Esses resultados corroboram com Heskel (2018) que encontrou uma
relacdo positiva de RL com RE sem variacdo entre os periodos da estacdo de estudo,

altura do dossel ou temperatura de medigéo.

Figura 6- Respiragdo na luz de folhas jovens, maduras e velhas (umol CO2. m2s™).
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Legenda: Folhas velhas apresentaram menor respiracdo na luz comparadas as folhas jovens.
P-valor 0.0386.
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Figura 7- Respiracdo no escuro de folhas jovens, maduras e velhas (umol CO2. m™2
sh.
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Legenda: Folhas velhas apresentaram menor respiracdo no escuro quando comparadas as
folhas jovens. P-valor: 0.008671.

Figura 8- Respiracdo na luz (R) como resposta da respiracdo no escuro (RE). R%=
0.628 e valor p 0.002211.
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Como discutido anteriormente, a respiracdo no escuro teve maiores taxas
comparada com a respiracdo na luz, assumindo a ocorréncia da inibi¢éo da respiracéo
causada pela luz (efeito kok). A partir disso, estimou-se a porcentagem dessa inibi¢ao
para cada fase de desenvolvimento da folha e, o efeito kok foi identificado, porém

ndo foram encontradas diferencas significativas entre as 3 idades, logo, entende-se
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que a inibicdo da respiracdo na luz ocorre em todo o ciclo fenoldgico da folha. Esses
resultados podem ser conflitantes com os resultados de Heskel et al (2018) que
verificou maior inibicdo da respiracdo na luz no periodo de abundéancia de folhas

maduras (meados da estacdo de crescimento).

A respiragdo foi suprimida dentro de uma amplitude de 10 a 50% pela luz
(figura 9, p-valor: 0.9616), consistente com a supressdo média de aproximadamente
30% da respiragcdo frequentemente relatada na literatura (CROUS et al. 2012,
HESKEL et al, 2018). Way et al, (2015) encontraram as taxas médias sazonais de RL
de aproximadamente 70% da RE, em plantas cultivadas em 25 °C. Esses autores
descobriram que a propor¢do de RL/RE relacionado a temperatura de folha, aumenta
em alguns casos e diminui em outros ao longo dos meses da estagdo de crescimento.
Foi sugerido que a reducdo na inibicdo em altas temperaturas podem estar associada
ao aumento da fotorrespiracdo, que aumentam a demanda por intermediarios do ciclo
do acido tricarboxilico (TCA), estimulando assim a RL. Esses resultados corroboram
com Tcherkez (2008), Ayub (2011) e Crous (2012) e seus colaboradores.

Atkin et al (2006), usando plantas cultivadas sob [CO2] ambiente, mostraram
que a exposicao ao calor resulta em um aumento no grau de inibicdo da respiracéo na
luz da folha, com pouca inibigcdo ocorrendo no frio, pois espécies do género Plantago
tiveram maior inibig&o da respiracdo conforme o aumento de temperatura (13, 20 e 27
°C), contrariando os resultados citados anteriormente, mostrando que a RL ndo deve

ser modelada como uma fragdo constante da RE.

Crous et al (2012), observou a inibicdo da respiracdo na luz em resposta a
elevadas concentracdes de CO2 e em resposta ao déficit hidrico e observou que
elevado CO2 interfere na inibicdo, tendo diferenca significativa na porcentagem de
inibicdo entre os meses estudados e, a interacdo H20 x meses estudados, as quais as
plantas submetidas ao déficit hidrico apresentara maior inibicdo (80%), comparadas
as plantas irrigadas (50% de inibicdo) para todos 0s meses, exceto para 0 més de
margo, devido as temperaturas mais baixas predominantes nesse més na regido de
estudo. Entende-se assim que a estiagem de verdo aumentou o grau de inibicdo
luminosa da folha, mas também pode estar associado a idade da folha, visto que no

verdo a predominancia de folhas jovens e maduras no dossel.
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Figura 9- Porcentagem da inibicdo da respiragdo na luz de folhas jovens, maduras e
velhas.
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Legenda: N&o houve diferenca significativa entre as folhas jovens, maduras e velhas quanto a
porcentagem e inibicdo da respiracdo na luz. P-valor: 0.9616.

8. CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro desenvolvido sobre o efeito Kok na cultura do
café. Os resultados obtidos permitirdo melhorar a compreensdo sobre o crescimento
de cafeeiros e sua producdo a partir de medidas de trocas gasosas, pois o efeito kok
tem potencial aplicacdo na agricultura, podendo ser o ponto de partida para a criagcdo

de tecnologia que visam aumentar a produtividade primaria liquida das plantas.

A maioria dos modelos desenvolvidos tem buscado explicar os efeitos do
clima sobre a produtividade da cultura do café, enfatizando fatores individuais, como
por exemplo defice hidrico, ndo contemplando a interagdo entre os fatores. Assim,
entender a relacdo da luz interagindo com a fenologia de folha e como esses fatores
influenciam a respiracdo da planta é de suma importancia de o refinamento de

modelos de produtividade da cultura.
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