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INTRODUÇÃO

O ataque de cochonilhas [Planococcus citri (Risso)] é co-
mum em orquidários do Munićıpio de São Mateus, norte do
Estado do Esṕırito Santo. Os sintomas caracteŕısticos da
infestação podem ou não serem expressos nas plantas. Fa-
tores ambientais como temperatura, luz e estado nutricional
influenciam o grau de infecção das plantas pelas cochonil-
has.

Plantas doentes geralmente apresentam como sintoma ini-
cial, folhas amarelecidas. Porém, em casos de infecções sev-
eras, o aparecimento de manchas necróticas e deformações
na lâmina foliar são comuns (Chia & He, 1999). Tem sido
mostrado que a perda de clorofila é o principal fator asso-
ciado com o amarelecimento das folhas, com subseqüente
redução da atividade fotossintética das plantas (Balachan-
dran et al., 997)

Maxilaria porphyrostele Rchb., uma Orquidácea tropical, é,
por muitos anos, intensivamente cultivada por orquidófilos
da região norte do Esṕırito Santo. Entretanto, as dificul-
dades em torno do cultivo e manutenções adequadas das
condições sanitárias dos viveiros são muitas. Neste sentido,
até o momento, nenhum estudo sobre o comportamento
ecofisiológico de M. porphyrostele em resposta à infecção
por patógenos foi conduzido. Um estudo neste âmbito pos-
sibilitaria a produção de orqúıdeas livres de patógenos, e,
portanto, de alta qualidade comercial e doméstica. As-
sim, o monitoramento dos sintomas da infecção por co-
chonilhas assume grande importância para a fortificação
do mercado de orqúıdeas no norte do Estado do Esṕırito
Santo, garantindo renda para muitas famı́lias, bem como a
preservação do patrimônio genético de orqúıdeas tropicais
do Esṕırito Santo.

A determinação dos efeitos de infecções patogênicas em
orqúıdeas tem sido realizada, por alguns pesquisadores,
utilizando - se o teste de ELISA (Khentry et al., 006).
Este método é rotineiramente usado para o monitoramento

de infecções viróticas em orqúıdeas, por ser um método
econômico, apresentar elevada sensibilidade e permitir que
um grande número de amostras sejam testadas. Em
orqúıdeas tropicais do gênero Oncidium , a capacidade fo-
tossintética das plantas infectadas por v́ırus foi investigada
por meio de estimativas das trocas gasosas e da eficiência
fotoqúımica do fotossistema II (razão FV/FM) (Chia & He,
1999).

A fluorescência da clorofila a pode ser uma medida da
eficiência fotossintética e fornecer informações importantes
sobre a relação estrutural e funcional dos centros de reação
do fotossistema II. A técnica constitui uma importante
ferramenta para estudos de monitoramento sendo, assim,
muito usada em pesquisas agronômicas, florestais, marin-
has, ecotoxicológicas e ecofisiológicas. A diagnose e detecção
de vários fatores de estresse usando esta técnica não destru-
tiva é indubitavelmente de grande utilidade. Neste estudo,
medidas da fluorescência transiente da clorofila a foram us-
adas para caracterizar os efeitos da infecção por cochonil-
has em orqúıdeas cultivadas no norte do Estado do Esṕırito
Santo.

OBJETIVOS

Analisar a fluorescência transiente da clorofila a em Max-
ilaria porphyrostele Rchb. infectadas por cochonilhas
visando definir os padrões de comportamento dos centros
de reação do fotossistema II bem como avaliar o monitora-
mento da fluorescência da clorofila como uma posśıvel ferra-
menta na diagnose da infecção por cochonilhas em orqúıdeas

MATERIAL E MÉTODOS

Material vegetal e condições de cultivo
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Plantas de Maxilaria porphyrostele Rchb., uma das espécies
de orqúıdeas mais abundantes nos orquidários do Munićıpio
de São Mateus - ES foram usadas neste estudo. As plantas
analisadas foram fornecidas por orquidófilos locais e manti-
das em viveiros sob 50% de sombreamento (800 - 1000 µmol
m - 2 s - 1 de radiação fotossinteticamente ativa a meio -
dia), temperatura média de 300C (dia) 240C (noite). As
plantas eram irrigadas diariamente e, a cada quinze dias,
adubadas com fertilizantes à base de nitrato (NPK com-
ercial). No peŕıodo de realização deste estudo, cerca de
50% das plantas apresentavam algum sintoma causado pelo
ataque de cochonilhas [Planococcus citri (Risso)]. Plantas
livres de sintomas viśıveis foram usadas como controle. To-
das as medidas fotossintéticas foram feitas em folhas jovens
completamente expandidas (terceira folha do ápice à base).
Antes de cada medida, as folhas foram mantidas no escuro
por 30 minutos, usando - se clipes foliares (Hansatech).

Avaliação da cinética de emissão da fluorescência transiente
ou polifásica (O - J - I - P) da clorofila a

A fluorescência transiente da clorofila a foi medida em
folhas jovens totalmente expandidas, utilizando - se um
fluorômetro portátil (HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn,
Norkfolk, UK). As medidas foram realizadas sempre no
peŕıodo da manhã em folhas previamente adaptada ao es-
curo (uso de clipes foliares) durante 30 minutos. Os sinais
de fluorescência foram registrados a cada 10 µs durante 1 s
de iluminação (3000 µmol fótons m - 2 s - 1). A intensidade
de fluorescência aos 50 µs foi considerada com sendo F0
(Strasser & Strasser, 1995). Os dados originados da curva
O - J - I - P da fluorescência foram derivados de acordo
com o teste JIP usando o programa BIOLYSER (Biolyser
© R.M. Rodriguez, The Bioenergetics Laboratory, Univer-
sity of Geneva, Geneva, Switzerland). O teste JIP define
o máximo fluxo de energia em termos de absorção (ABS),
captura (”trapping”, TR0), transporte de elétrons(ET0)e
dissipação (DI0) e sua relação com sinais da fluorescência
(Ft) entre F0 e FM. A partir destas variáveis basais, calcu-
lou - se a eficiência fotoqúımica máxima do FSII (FV/FM =
TR0/ABS). Atualmente, o uso de instrumentos de alta res-
olução tem permitido a aquisição, em escala de microsegun-
dos, da inclinação da origem do aumento da fluorescência
O - J - I - P (dF/dt0), permitindo o cálculo do fluxo de
energia capturada por centro de reação ativo (TR0/RC)
e do tamanho médio do sistema antena de captura de
energia (ABS/RC). A intensidade de fluorescência obtido
aos 2 ms(ponto J)possibilita estimar a probabilidade de
redução da QA (QA+QA - ) por elétrons movidos através da
cadeia de transporte de elétrons [ET0/TR0=(FM - FJ)(FM
- F0)].ET0/TR0 é diretamente relacionado à redução do
pool de plastoquinonas. O fluxo espećıfico de dissipação da
energia em ńıvel de sistema antena (DI0/RC), que repre-
senta a razão da dissipação total de energia de excitação não
capturada nos centros de reação em relação aos centros de
reação ativos, o transporte de elétrons excitados (ET0/RC),
que considera a reoxidação de QA - através da cadeia de
transporte de elétrons, o ı́ndice de centros de reação ativos
por sessão transversal excitada (RC/CS0) e a probabilidade
de transporte de elétrons (ET0/TR0) que indica a proba-
bilidade de um elétron que esteja no aceptor QA seguir na
cadeia de elétrons foram analisados (para maiores detalhes,

consultar Christen et al., 007).

Análise estat́ıstica

Os gráficos dos sinais da fluorescência transiente O - J - I
- P foram obtidos automaticamente pelo programa Handy
- PEA (Hansatec). Os dados obtidos pelo teste JIP foram
submetidos à análise de variância (ANOVA) e, quando os
valores de F foram significativos, realizou - se teste de
médias de acordo com Tukey (P < 0,05 e P < 0,01).

RESULTADOS

Grande parte das espécies de orqúıdeas cultivadas no Mu-
nićıpio de São Mateus - ES apresenta algum tipo de infecção
por v́ırus, fungos ou alguma espécie de inseto. O ataque
por insetos pode representar um problema sério na com-
ercialização de flores, por reduzir a produção de orqúıdeas
de alta qualidade tanto em ńıvel de exportação como em
ńıvel de cultivo doméstico. Assim, a detecção precoce de
infecções, por alguma técnica de monitoramento, torna -
se de grande relevância. Neste estudo, medidas da fluo-
rescência da clorofila a foram usadas como uma ferramenta
potencial na detecção dos efeitos da infecção por cochonil-
has em orqúıdeas cultivadas no Munićıpio de São Mateus,
norte do Estado do Esṕırito Santo. Para conhecer as carac-
teŕısticas da produção polifásica da fluorescência transiente
da clorofila a (O - J - I - P) após ataque por cochonilhas, os
dados de plantas infectadas e não - infectadas (saudáveis)
foram comparados.
No presente estudo, os parâmetros da fluorescência da cloro-
fila avaliados mostraram diferenças significativas entre plan-
tas infectadas e saudáveis. As plantas infectadas por co-
chonilhas apresentaram menor porte e folhas amarelecidas,
manchas cloróticas e deformações nas folhas. Geralmente,
reduções no conteúdo de clorofila estão associadas ao amar-
elecimento das folhas. Em orqúıdeas do gênero Oncidium,
a infecção por v́ırus reduziu a concentração de clorofila nas
folhas, causando seu amarelecimento (Chia & He, 1999).
Assim, o amarelecimento das folhas de orqúıdeas infectadas
pode ser devido à redução nos teores de clorofila.
É de consenso geral que a infecções patogênicas em plantas
são associadas com decréscimos na capacidade fotossintética
das plantas. Neste sentido, o emprego de técnicas de mon-
itoramento, como o da fluorescência transiente da clorofila
a, poderia fornecer dados que nos levariam a uma melhor
compreensão dos eventos que ocorrem durante os proces-
sos de infecção. Neste estudo, as curvas O - J - I - P da
fluorescência da clorofila a, as quais apresentam um com-
portamento ascendente polifásico, mostraram um compor-
tamento t́ıpico para as plantas saudáveis. A magnitude
dos sinais de fluorescência aumentou desde um ńıvel basal,
ou F0, até um ńıvel máximo (FM) com os pontos inter-
mediários J e I bem definidos. Além disso, o tempo re-
querido para se atingir o ponto máximo da produção de
fluorescência foi 209 e 304 ms nas plantas saudáveis e in-
fectadas, respectivamente. Estes resultados indicam que a
infecção por cochonilhas aumenta a extensão do peŕıodo de
produção dos sinais da fluorescência, o que, por conseguinte,
reflete no retardo das reações de transferência de elétrons
dos centros de reação do fotossistema II para os aceptores
iniciais de elétrons da cadeia de transporte de elétrons da
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fotosśıntese. Ao contrário, a aparência polifásica da curva O
- J - I - P nas plantas infectadas mostrou - se muito distinta
quando comparada àquela obtida para as plantas saudáveis.

A produção dos sinais da fluorescência inicial ou basal au-
mentou significativamente nas plantas infectadas. Imple-
mentos de F0 refletem danos aos centros de reação do FSII
sendo considerados, por alguns autores, um sinal de inibição
da fotosśıntese ou fotoinibição (Jião et al., 003). Aumentos
em F0 estão associados a danos no lado aceptor do FSII.
Em outros estudos, elevados valores de F0 estão associados
a baixos valores do ı́ndice de desempenho (PIABS). A ex-
pressão “vitalidade” não é um termo rigorosamente definido
em ecofisiologia vegetal. Para plantas, ele é expresso pela
combinação de parâmetros associados à atividade, estabili-
dade, sensibilidade e resistência ao estresse (Christen et al.,
007).

As plantas infectadas foram caracterizadas também por ap-
resentarem decĺınios na produção máxima dos sinais de fluo-
rescência ou FM. Reduções em FM são indicativos da debili-
dade do FSII em reduzir a plastoquinona A (QA), o aceptor
primário de elétrons.

Muito embora diferenças marcantes na produção dos sinais
basais e máximos da fluorescência da clorofila tenham sido
observadas como resultado da infecção por cochonilhas,
nenhuma variação significativa na eficiência fotoqúımica
máxima do FSII (FV/FM) foi observada entre plantas
saudáveis e infectada. Assim, a razão FV/FM, frequente-
mente o único parâmetro da fluorescência da clorofila usado
para diagnosticar a ocorrência e extensão de alterações fi-
siológicas nas plantas, pode não ser uma ferramenta muito
senśıvel. Esta relativa insensibilidade de FV/FM já havia
sido relatada por Strasser et al., (2000). Porém, a relação
FV/F0, que também expressa a eficiência de captura de
energia luminosa no FSII, tem dado boas indicações da
eficiência fotoqúımica máxima do FSII. A diferença entre
os parâmetros está apenas na amplitude em que os val-
ores são apresentados. Neste estudo, pelo fato dos valores
da razão FV/F0 apresentarem maior amplitude, represen-
taram com maior clareza às discretas variações na eficiência
fotoqúımica entre as plantas infectadas e saudáveis.

A área acima da curva de fluorescência entre F0 e FM
também se reduziu em função da infecção por cochonil-
has. A avaliação da área da curva da fluorescência tem
um grande significado biológico, por dar um indicativo do
tamanho ou dimensão do FSII, incluindo o pool de QA e QB
(Strasser et al., 995). Além disso, o decréscimo do tamanho
do pool de aceptores de elétrons foi consistente com o au-
mento do fechamento dos centos de reação do FSII e com a
redução no tempo requerido para a redução de QA (TfM),
como observado pela análise da fluorescência variável rela-
tiva em 2 ms (VJ=(F2ms–F0)/(FM–F0) e M0, medida da
taxa ĺıquida na qual a QA reduzida pode ser reoxidada via
transporte de elétrons além de si, respectivamente.

A infeção por P. citri também causou um aumento sig-
nificativo em DI0/RC. O aumento na taxa de dissipação
está, de maneira geral, acoplada com aumentos em F0 (F50
µs) em muitas espécies. Este incremento na taxa de dis-
sipação, associado àqueles obtidos para F0 podem indicar
que as folhas das orqúıdeas atacadas por cochonilhas foram
fotoinibidas. Como já mencionado, o fenômeno da inibição

a fotosśıntese tem sido convenientemente medido por meio
da análise da razão FV/FM, após adequada adaptação das
amostras foliares ao escuro, bem como de incrementos nos
ńıveis da fluorescência inicial, F0. Enquanto DI0/RC refere
- se à taxa de dissipação total da energia de excitação não
capturada pelos centros de reação em relação ao número
de centros de reação ativos, DI0/CS, um outro parâmetro
da fluorescência da clorofila denotando também aspectos
de dissipação, reflete a dissipação total medida por seção
transversal (”cross - section”) da amostra contendo centros
de reação ativos e inativos (Force et al., 2003). Dissipação,
neste contexto, refere - se à perda da energia absorvida
na forma de calor, fluorescência e transferência de energia
a outros sistemas (Strasser et al., 2000), e é representada
pela equação [DI0/RC = (ABS/RC) - (TR0/RC)]. Não ob-
stante, o termo ”dissipação”pode fazer referência também
à absorção de fótons em excesso, ou seja, suficientemente
alto para ser capturado pelos centros de reação do FSII.
Os valores de DI0/RC podem ser influenciados pela razão
de centros de reação ativos/inativos. Assim, por meio da
análise de DI0/RC pode - se estimar a proporção de cen-
tros de reação inativos na amostra foliar e a máxima energia
perdida na forma por dissipação.

Por fim, a infecção das orqúıdeas por cochonilhas também
resultou em aumentos nas taxas de captura máxima por
centro de reação (TR0/RC). Estes acréscimos em TR0/RC
nas plantas sob injúrias refletiram também no aumento do
tamanho efetivo de um centro de reação ativo (ABS/RC).
Estes dois parâmetros são relacionados através da equação
ABS/RC = (TR0/RC) / (TR0/ABS) (Force et al., 003).

CONCLUSÃO

No presente estudo observou - se que a infecção de Maxi-
laria porphyrostele Rchb., uma Orquidácea tropical comum
nos orquidários do norte do Esṕırito Santo, por Planococ-
cus citri esteve associada a expressivas reduções na ca-
pacidade fotossintética das plantas, como evidenciado pela
análise dos parâmetros da fluorescência transiente O - J
- I - P da clorofila a. A aparência polifásica da curva
O - J - I - P nas plantas infectadas mostrou - se muito
distinta quando comparada àquela obtida para as plan-
tas saudáveis, e foram caracterizadas por elevados valores
da fluorescência inicial ou basal (F0) e decĺınios significa-
tivos na produção máxima dos sinais de fluorescência (FM).
Não houve variação significativa na eficiência fotoqúımica
máxima do FSII (FV/FM). Entretanto, a infecção por co-
chonilhas resultou em decréscimos do tamanho do pool de
aceptores de elétrons (Área), os quais foram consistentes
com o aumento do fechamento dos centos de reação do
FSII (VJ) bem como com a redução no tempo requerido
para a redução de QA (TfM). Como era previsto, o ataque
do patógeno causou um aumento significativo na taxa de
dissipação da energia de excitação (DI0/RC), muito emb-
ora tenham sido observados aumentos nas taxas de captura
máxima por centro de reação (TR0/RC). Estes acréscimos
em TR0/RC nas plantas sob injúrias refletiram também no
aumento do tamanho efetivo de um centro de reação ativo
(ABS/RC). Os resultados obtidos mostram que a técnica da
fluorescência da clorofila é muito senśıvel na detecção dos
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efeitos da infecção por cochonilhas em orqúıdeas, e, por-
tanto, adequada para a avaliação das alterações estruturais
e funcionais do sistema fotossintético de plantas submetidas
a estresse biótico.
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