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RESUMO

MARINO, Yesid Alejandro Macana, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2012.
Efeitos da disponibilidade de agua e de luz no metabolismo fotossintético em Coffea
arabica. Orientador: Fabio Murilo DaMatta

O presente estudo foi conduzido procurando-se analisar os efeitos da disponibilidade de luz e da
agua no desempenho fotossintético, nas relagdes hidricas e no metabolismo do carbono em
plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ cultivadas sob condic¢des
contrastantes de luz (pleno sol e sombra) e de disponibilidade de agua no solo (35 e 100 % de
agua disponivel), durante o inverno. Acredita-se que 0 sombreamento permitiria uma melhor
aclimatacdo do cafeeiro face as condicGes de inverno na Zona da Mata mineira, onde as
temperaturas noturnas sdo baixas e os dias ensolarados. As plantas cultivadas ao sol
apresentaram maior altura, area foliar, nimero de folhas e didmetro do ramo ortotrépico em
relacdo aquelas sombreadas, embora a taxa fotossintética (A), a concentracdo de pigmentos e a
area foliar especifica tenham sido maiores nas plantas & sombra. Verificaram-se, ainda,
limitacbes fotoquimicas (reducdo na razdo entre as fluorescéncias varidavel e inicial) e
bioquimicas (reducdo das atividades da rubisco, da sintase de sacarose-fosfato e da
pirofosforilase da ADP-glicose, e maior razdo amido-sacarose) a fotossintese. Por sua vez, o
déficit hidrico (DH), nos dois ambientes luminicos, acarretou decréscimos em A, sendo a
diferenca entre as plantas de sol e de sombra de 75 e de 55%, respectivamente. Estas mudancas
foram acompanhadas por reducdes na condutdncia estomatica, na taxa de transpiracdo e na
condutancia hidraulica, enquanto os niveis de glicose, frutose, sacarose e aminoacidos foram
aumentados. Nao houve variagdes significativas na eficiéncia quantica do transporte de elétrons
do fotossistema Il (FSII), no rendimento quéntico ndo fotoquimico, no rendimento quéantico da
dissipacdo nao regulada de energia, na capacidade fotoquimica do FSII e na taxa de transporte de
elétrons sob DH, nos dois ambientes luminicos. Enzimas-chave envolvidas no metabolismo do
carbono, como a cinase da frutose-6-fosfato dependente de ATP e a fosfatase da frutose-1-6-
bisfosfato também ndo variaram significativamente, enquanto as atividades das invertases acida e

alcalina aumentaram, em resposta ao DH, independentemente dos ambientes luminicos.
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ABSTRACT

MARINO, Yesid Alejandro Macana, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2012. The
effects of water and light availability on the photosynthetic metabolism in Coffea arabica
Adviser: Fabio Murilo DaMatta.

This study aimed to explore the effects of water and light availability on photosynthesis, water
relations and carbon metabolism in Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ plants
subjected to a combination of contrasting light (shade and full sun) conditions combined with
two levels of available soil water (drought and field capacity, here defined as 30% and 100%
available soil water, respectively), under winter conditions. It was hypothesized that shading
would allow a better acclimation of coffee plants in response to winter conditions in southeastern
Brazil, where the nights are relatively cool followed by sunny, warm days. Compared to shade
grown plants, sun-grown plants were taller with larger leaf area and stem diameter. In contrast,
sun-grown individuals showed lower photosynthetic rate (A), chlorophyll levels and specific leaf
area. The decrease in the variable-to-initial chlorophyll fluorescence ratio suugests that
photochemical events played a role in limitating photosynthesis, whilst lower rubisco, sucrose-
phosphate synthase and ADP-glucose pyrophosphorylase activities are indicative of biochemical
limitations to the photosynthetic apparatus. Increased starch-to-sucrose ratio was also detected.
Decreases in photosynthetic rates were found in droughted plants grown in both the shade (55%)
and full sun (75%). These changes were accompanied by decreases in stomatal conductance,
transpiration rate and hydraulic conductance, while the levels of glucose, fructose, sucrose and
amino acids increased. There were no differences in the quantum efficiency of electron transport
by photosystem Il (PSIlI), non-photochemical quenching, non-regulated non-photochemical
energy loss in PSII, photochemical quenching and electron transport rate under water deficit in
sun and shade plants. Key enzymes associated with carbon metabolism, such as
phosphofructokinase and fructose-1,6-bisphosphatase did not differ significantly in response to

varying light and water availabilities.
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1. INTRODUCAO

O café é considerado a principal mercadoria no mercado agricola mundial, gerando,
anualmente, mais de 90 bilhdes de ddlares (DaMatta et al., 2007). Atualmente, a producao
mundial de café é de aproximadamente 136 milhGes de sacas (60 kg), sendo o Brasil, maior
produtor mundial, responsavel por 36% da producdo mundial (USDA, 2011). Duas espécies,
dentre mais de 100 do género Coffea, sdo comercialmente importantes: C. arabica L., que
responde por 62% do café produzido, e C. canephora Pierre ex A. Froehner, que responde pelo

restante (Fassio e Silva, 2007).

Nativo das regides da Africa, o café evoluiu como espécie de sub-bosque. Por essa razio, as
primeiras plantacBes se estabeleceram sob sombreamento, para simular o habitat natural do
cafeeiro (DaMatta et al., 2007). Em muitas situacdes, no entanto, as plantacGes de café a plena
exposicdo solar podem apresentar uma produtividade superior a daquelas sombreadas; como
consequéncia, o sombreamento foi abandonado como uma pratica cultural regular em muitas
regides no mundo, incluindo o sudeste do Brasil (DaMatta, 2004a; DaMatta e Ramalho, 2006;
DaMatta e Rodriguez, 2007). Em todo o caso, tem-se observado um interesse na reimplantacao
do sombreamento em cafezais, particularmente em &areas marginais que apresentam grandes
oscilacbes de temperaturas e ocorréncia de déficit hidrico, porque o sombreamento esta
associado a conservagdo de recursos do ambiente, além de permitir menor uso de insumos para

uma producao sustentavel de café (DaMatta e Rena, 2002).

Em diversos paises produtores de café, o déficit hidrico é considerado como a maior
limitacdo ambiental a producédo do cafeeiro. Em varias principais regides cafeeiras, normalmente
essa limitacdo esta frequentemente associada com altas temperaturas diurnas e irradiancias e
baixa temperatura noturna (DaMatta, 2004b) e, portanto, a seca deve ser considerada como um
estresse multidimensional. O efeito combinado dessas condigdes estressantes usualmente
acarreta decréscimos da taxa de fotossintese do cafeeiro, de modo que a intensidade da
irradiancia pode também exceder largamente aquela necessaria para saturar a fotossintese
(DaMatta e Rena, 2002), o que pode resultar em fotoinibicao da fotossintese (Mohotti e Lawlor,

2002). O excesso de energia luminosa nédo utilizado para a fixagdo de CO,, no ciclo de Calvin,
1



deve ser dissipado, para evitar a formacdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
potencialmente capazes de resultar em danos fotooxidativos (Pinheiro et al., 2004). Em plantas
adultas de C. arabica, Dias et al. (2007) encontraram aumentos na atividade da dismutase do
superoxido (SOD) como um mecanismo importante de defesa contra o estresse oxidativo em
folhas localizadas nos estratos superiores do dossel. Por outro lado, a sombra, a menor
incidéncia de radiacdo solar tende a acarretar um menor déficit de pressdo de vapor entre a folha
e a atmosfera (DaMatta, 2004a), podendo minimizar os impactos negativos do déficit hidrico
sobre a fotossintese e a ocorréncia de danos oxidativos (DaMatta e Rena, 2002; DaMatta,
2004a). Em todo o caso, Cavatte et al. (2012), recentemente, avaliaram uma gama de
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas, e sugeriram que os efeitos da intera¢do luz x agua séo
independentes no cafeeiro. Essas informacdes sugerem que 0 uso do sombreamento, para aliviar

0s impactos da seca, na cultura do café, deve ser considerado com cautela.

Em cafe, estudos do metabolismo de carboidratos, em diferentes condi¢des hidricas ou
luminosas, sdo escassos. Em condig¢Oes de verdo, DaMatta et al. (1997) observaram, em C.
arabica cv. ‘Catuai Vermelho’, menor acimulo de amido e um incremento na concentracdo de
acucares sollveis sob déficit hidrico severo. O decréscimo da taxa de fotossintese nessas
condigdes, provavelmente, foi acarretado por limitagdes ndo estomaticas. No entanto, Praxedes
et al. (2006) ndo observaram alterac@es nos niveis de aglcares soltveis em trés de quatro clones
de C. canephora cv. ‘Conilon’ sob estresse hidrico severo, imposto lentamente, sugerindo que a
exportacdo de assimilados foi reduzida pela menor demanda do dreno. Adicionalmente, aqueles
atividade da sintase da sacarose-fosfato (SPS). Ronchi (2005) observou, em plantas de C.
canephora, cultivadas em vasos pequenos, aumentos nos niveis foliares de hexoses e
decréscimos nos niveis de sacarose e amido, sob estresse hidrico severo, imposto rapidamente.
Adicionalmente, as atividades de enzimas-chave do metabolismo do carbono foram pouco ou
nada afetadas pela severidade do déficit. O decréscimo na taxa fotossintética foi devido a
retroinibicdo da fotossintese pela reducdo da forca-dreno, associada ao elevado grau de restri¢éo
radicular. No entanto, Batista et al. (2012) sugeriram, que as variagcdes diurnas na taxa
fotossintética pela reducdo do dreno (em ramos anelados) sdo consequéncia de limitaces
difusivas em vez de retroinibicdo por acumulo de produtos finais. Em todo o caso, sob certas
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condicBes, como déficit hidrico e temperaturas elevadas, 0 metabolismo de carboidratos em café
pode ser afetado de maneira independente, levando a alteragdes nos niveis foliares de aclcares
sollveis e de amido, que podem estar ou ndo associada a altera¢des na atividade das enzimas do

metabolismo do carbono.

O cafeeiro, em condi¢des de campo, na estacdo seca e fria, frequentemente estad submetido a
condigdes de déficit hidrico e luminoso, porém nenhuma caracterizacdo dos mecanismos
bioguimicos associados ao metabolismo do carbono sob tais condi¢des tem sido levada a termo.
Ademais, ndo ha informacoes disponiveis dos efeitos combinados da seca e da disponibilidade de
luz sobre a fisiologia do cafeeiro nas condi¢Ges do inverno da Zona da Mata mineira, quando as
temperaturas sdo relativamente baixas (especialmente as temperaturas noturnas) e os dias séo
ensolarados, fatos que provavelmente explicam, pelo menos em grande parte, as taxas
negligenciaveis de crescimento vegetativo e as baixas taxas de fotossintese em café (Silva et al.,
2004). Hipotetiza-se, aqui, que o sombreamento, ao reduzir os efeitos negativos do excesso de
energia e as taxas de consumo de &gua, permitiria uma melhor aclimatacdo do cafeeiro ao déficit
hidrico nas condigdes do inverno. Nesse contexto, pretendeu-se, neste estudo, analisar o
desempenho fotossintético, as relagbes hidricas e o metabolismo do carbono em plantas

cultivadas sob ambientes luminicos distintos e submetidas a diferentes disponibilidades de agua.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Aspectos gerais

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°’W, 650 m altitude), em Minas
Gerais. Foram utilizadas plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ propagadas
por semente, com trés pares de folhas, e plantadas em vasos de polipropileno com capacidade de
8 L, contendo uma mistura de solo, esterco bovino e areia (3:1:1 v/v/v). As plantas foram
cultivadas a pleno sol (fenétipos de sol) e em um ambiente sombreado, i.e., 15% da radiagdo
solar, empregando-se, para tal, telas de poliolefinas (fenétipos de sombra). As plantas foram
adubadas de acordo com andlise de solo e recomendacgdes técnicas usuais para a cultura. As
plantas foram irrigadas periodicamente para manter a umidade do solo proxima a capacidade de
campo (CC). Ao atingirem cerca de seis meses, as plantas de cada tratamento luminicos, que ja
apresentavam diferencas tipicas de plantas de sol e de sombra, foram submetidas a regimes
hidricos diferenciais: plantas-controle, isto é, plantas permanentemente irrigadas (100% de agua
disponivel no solo), e plantas sob déficit hidrico (DH), isto é, plantas submetidas a desidratacédo
imposta pela suspensdo da irrigacdo, até que a umidade disponivel no solo alcangasse 35%
(conforme descrito abaixo). As plantas foram submetidas a cada um dos regimes hidricos por 76

dias, quando foram analisadas.

A agua disponivel (AD) foi calculada segundo estudo prévio dos valores de umidade
volumétrica na curva de retencdo de agua no solo para CC (determinada na tensdo de -0,010
MPa) e para o ponto de murcha permanente (PMP) (determinado na tensdo de -1,5 MPa),
utilizando-se da seguinte expressdo: AD = CC — PMP. Previamente, o peso de todos 0s vasos foi
padronizado. Posteriormente, procedeu-se a elevagdo do teor de umidade do substrato até atingir
CC, determinada pela curva de retencdo, com posterior pesagem dos vasos. Uma vez
estabelecido o peso dos vasos na CC e, considerando-se a quantidade de AD, foi estabelecido o
peso dos vasos com 35% de AD. O estabelecimento e o controle dos niveis de umidade do
substrato em cada tratamento foram realizados pelo acompanhamento do peso dos vasos a cada
trés dias. Segundo a curva de retencdo de umidade, 35% de AD corresponderam ao potencial



hidrico na antemanhd (¥,m) de, aproximadamente, -2 MPa, valor que representa déficit hidrico

moderado em café (Praxedes et al., 2006).
2.2 Parametros agrometereologicos

A radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA), em cada ambiente luminico, foi medida com
um sensor quantico (LI-190SA, Li-Cor Bioscience Inc., Lincoln, EUA). A temperatura ao sol foi
medida com um sensor (LI-1400-102, Li-Cor Bioscience Inc., Lincoln, EUA). Todos 0s sensores
(LI-Cor) foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados (LI-1400, LI-Cor, Lincoln,
EUA), coletando-se os dados a cada minuto e armazenando-se o valor médio a cada 5 min.

2.3 Caracteristicas morfoldgicas

Os seguintes caracteres morfologicos da parte aérea foram avaliados: (i) a altura da
planta, medida do colo ao apice do ramo ortotrépico; (ii) o numero total de folhas (NTF); (iii) a
area foliar total (AF), medida a partir do comprimento e largura de cada folha, conforme Antunes

et al. (2008); e (iv) o didametro do ramo ortotropico (DRO), medido a 1 cm da superficie do solo.
2.4 Relag0es hidricas

Potencial hidrico: O potencial hidrico foi determinado em folhas individuais, utilizando-se uma

bomba de pressao tipo Scholander, na antemanha (W,m) € a0 meio-dia (Wmg).

Transpiracdo: A transpiracdo (E) foi estimada por gravimetria, mediante a diferenca do peso
dos vasos (APV) na antemanha ¢ a0 meio-dia, conforme Nagakura et al. (2004). Este valor foi
dividido pela AF, pelo peso molecular da agua (PM) e pelo intervalo de tempo (A;) entre a
pesagem dos vasos. Vasos contendo a mesma quantidade de substrato, cobertos com plastico,
porém sem plantas, foram utilizados para estimar-se a quantidade de agua perdida por

evaporacdo (EV). O célculo do E foi feito utilizando-se a seguinte férmula:

E= [(APV — EV) / (AF*PM* A()]*1000



Conduténcia hidraulica: A condutancia hidraulica aparente entre o solo e a folha (K.) foi
estimada a partir da transpiracdo das plantas no periodo entre a antemanha e o meio-dia (E), e a
diferenca de potencial hidrico (AW,,) [variacdo do potencial hidrico entre a antemanha e o meio-

dia (Wam - Pma), Observada nesse intervalo. O calculo do K foi feito utilizando-se a formula:
KL=E/AYy
2.5 Trocas gasosas

A taxa de fotossintese liquida (A), a condutancia estomatica (gs), a razdo entre as
concentracOes interna e externa de CO, (Ci/C,), a temperatura foliar (Ts) e o déficit de pressao de
vapor (8¢) foram medidos entre as 09:00 e 11:00 h, com um analisador portétil de gas a
infravermelho (L1-6400, Li-Cor Biosciences Inc., Lincoln, EUA). As medic¢des foram realizadas
sob condi¢bes ambientes de concentracdo de CO,, temperatura e umidade, sob irradiancia de 200

e 1000 pmol m? s™.

Essas intensidades corresponderam aproximadamente a irradiancia
interceptada pelas folhas & sombra e ao sol, respectivamente. No mesmo horario, foram feitas
curvas de resposta de A em funcéo de C; (curvas A/C;), sob 1000 pmol m™ s™. A partir da curva

A/C;, foi calculada a taxa de carboxilagdo maxima (Vemax)-
2.6 Fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram determinados nas mesmas folhas
utilizadas para as medi¢Ges de trocas gasosas, usando-se um fluorébmetro portatil modulado
(MINI-PAM Walz, Effeltrich, Alemanha). Tecidos foliares previamente aclimatados ao escuro,
por 30 min, foram excitados por luz vermelha modulada de baixa intensidade (0,03 pumol m? S'l),
para obtencdo da fluorescéncia minima (Fo). Em seguida, foi aplicado um pulso de luz actinica
saturante (3000 pmol m? s™), durante 0,8 s, para estimar-se a fluorescéncia maxima (Fp), a
partir das quais foram calculadas a razéo F./Fn= (Fn-Fo)/Fr € a razéo F,/Fy = (Fn-Fo)/Fo. As
folhas foram aclimatadas & luz actinica (1000 umol m™ s™) durante 40 s, a fim de se obter a
fluorescéncia transiente (Fs) e, em seguida, foi aplicado um pulso de luz saturante para estimar-
se a fluorescéncia maxima adaptada a luz (Fn’). O valor da fluorescéncia minima adaptada a luz

(Fo’) foi calculado segundo Oxborough e Baker (1997). Com esses parametros, calcularam-se a
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eficiéncia quantica do transporte de elétrons do FSII Y(Il), o rendimento quéntico ndo
fotoquimico Y(NPQ), o rendimento quantico da dissipacdo nao regulada de energia Y(NO),
conforme descrito em Kramer et al. (2004), e a taxa de transporte de elétrons (TTE), conforme
descrito em DaMatta et al. (2002). As medidas foram feitas imediatamente ap6s a avaliacdo das

trocas gasosas e também na antemanha (somente Fq e F,)
2.7 Extracdo e determinacao de carboidratos, aminoacidos e pigmentos

Nas mesmas folhas utilizadas para a avaliagcdo das trocas gasosas, discos foliares foram
coletados por volta das 11:00 h, congelados em nitrogénio liquido e, em seguida, armazenados a
- 80°C. Os tecidos foliares foram liofilizados a -48 °C e macerados em um disruptor celular com
auxilio de esferas de metal de 3,2 mm (Mini-Bead beater-96, Bio Spec Products, Bartlesville,
OK, EUA). Tomaram-se 10 mg de tecido em p6, ao qual se adicionou 1 mL de metanol 100% ; a
mistura foi incubada (70°C, 30 min) e posteriormente centrifugada (13000 g, 5 min). Na fragéo
soltvel em metanol, foram determinados os teores de sacarose, glicose e frutose (Praxedes et al.,
2006) e aminoéacidos livres totais (DaMatta et al., 1999); na fracdo insoluvel, foi determinada,

enzimaticamente, a concentracdo de amido (Praxedes et al., 2006).

As concentragdes de clorofila a, clorofila b e de carotendides foram determinadas
segundo Lichthenthaler (1987).

2.8 Extracéo e determinacdo das atividades enziméticas
2.8.1 Preparo dos extratos enzimaticos

Foram utilizados 10 discos de 12 mm de didmetro por repeticdo. Os discos foram
triturados com 20 mg de PVPP e 500 pL de tampé&o de extragcdo, conforme Geigenberger e Stitt
(1993): HEPES-KOH (pH 7,4) 59 mol m™, MgCl, 5 mol m® EDTA 1 mol m*, EGTA 1 mol m’
% B-mercaptoetanol 10 mol m™, benzamidina 2 mol m?, acido-e-amino-n-capréico 2 mol m?,
PMSF 0,5 mol m®, BSA 0,1% (p/v), glicerol 10% (v/v) e Triton X-100 0,1% (v/v). O extrato

obtido foi centrifugado a 15000 g, por 15 min, a 4°C. O sobrenadante obtido foi armazenado a -



80°C. O volume de extrato utilizado nas reagdes enziméticas foi determinado de acordo com a

linearidade da resposta ao volume do extrato.
2.8.2 Carboxilase/oxigenase da ribulose-1,5-bisfosfato (Rubisco; E.C 4.1.1.39)

As atividades inicial (Vinicia) € total (Vi) da Rubisco foram determinadas
acompanhando-se a oxidacdo do NADH, a 340 nm, num meio contendo Bicina 100 mol m?,
EDTA 1 mol m™, MgCl, 15 mol m®, DTT 10 mol m™, NaHCO; 5 mol m®, NADH 0,5 mol m?,
ATP 2 mol m?, cinase do 3-fosfoglicerato 3U mL™, desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato
(GAPDH) 12 U mL™ e cinase da fosfocreatina 0,6 U mL™ (Sharkey et al., 1991). O estado de

ativacdo da rubisco foi calculado como a razdo entre as atividades inicial e total (%).
2.8.3 Sintase da sacarose-fosfato (SPS; E.C. 2.4.1.14)

A atividade maxima (Vmax) da SPS foi determinada segundo Huber et al. (1989), na
direcdo de formacdo de sacarose-fosfato, em um volume final de reacdo de 70 pL. A mistura de
reacdo continha 30 pL de extrato e tampao de reacdo contendo HEPES-NaOH 50 mol m™ (pH
7,4), MgCl, 12 mol m™, DTT 1 mol m™, UDP 6 mol m?, frutose-6-fosfato (F6P) 12 mol m=e
glicose-6-fosfato (G6P) 36 mol m™. A reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato enzimatico,
mantida a temperatura de 25°C, por 60 min, e paralisada com 70 pL de KOH a 30% (p/v).
Posteriormente, foi adicionado 1,0 mL de uma solucdo de H,SO,4 28 N, com antrona a 0,14%,
prosseguindo-se a reacdo por 20 min, a 40°C, determinando-se, entdo, a concentracdo de
sacarose, a 620 nm.

A atividade seletiva (V) da SPS foi determinada de forma semelhante a Vpay, @ €xcecéo
de que foram utilizadas concentracdes finais de F6P 2 mol m™, G6P 6 mol m™ e Pi (KH,PO,) 10

mol m,
2.8.4 Fosfatase da frutose-1,6-bifosfato (FBPase; E.C. 3.1.3.11)

A atividade da FBPase foi determinada na direcdo da formacéo de F6P, em microplaca de
ELISA, em volume final de 300 pL, a 340 nm (Sharkey et al., 1991). A mistura de reacdo

continha 20 pL do extrato, tamp&o de reacdo contendo HEPES-NaOH 20 mol m™ (pH 7,0),
8



MgCl, 5 mol m®, EDTA 0,5 mol m*, KCI 100 mol m*, NAD* 0,5 mol m*, PGI 0,25 U mL *,
desidrogenase da G6P 0,25 U mL™. A reacdo foi iniciada pela adicdo de frutose-1,6-bisfosfato
(FBP) 300 mol m?,

2.8.5 Invertase 4cida (EC. 3.2.1.26) e alcalina (EC. 3.2.1.26)

A atividade dessa enzima foi determinada em reacdo acoplada a degradacdo da sacarose,

mediante a quantidade de glicose liberada (Zrenner et al., 1995).

Para a determinacdo da atividade da invertase acida, a mistura de reacdo (100 pL)
continha tamp&o acetato de sédio 100 mol m™ (pH 4,6) e sacarose 100 mol m™. A reagéo foi
iniciada pela adicdo de 10 pL do extrato, mantida em banho-maria, por 60 min, a 37°C,
neutralizada pela adicdo de 10 pL de tampdo fosfato de sédio 1M (pH 7,2) e, em seguida,
paralisada em agua fervente, por 3 min. Para a determinacdo dos teores da glicose liberada,

utilizou-se 0 método descrito no item 2.7.

Para a determinacdo da atividade da invertase alcalina, a mistura de reacdo (100 pL)
continha tampdo HEPES-KOH (pH 7,5) 100 mol m™ e sacarose 100 mol m™. A reacéo foi
iniciada pela adicdo de 20 pL do extrato, mantida em banho-maria, por 60 min, a 37°C, e
interrompida por fervura, durante 5 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada; tomaram-se 50

ML do sobrenadante para determinacédo dos teores da glicose liberada.
2.8.6 Sintase da sacarose (SuSy; E.C. 2.4.1.13)

A atividade da SuSy foi determinada em uma reacdo acoplada na dire¢éo da degradacao
da sacarose, via quantidade de UDP-glicose liberada (Zrenner et al., 1995), a 30°C, e registrada a
340 nm, em um leitor de ELISA. Na primeira reacdo (degradacdo de sacarose e formacéo de
UDPG), a mistura de reacédo (100 pL) continha 5 pL do extrato, tampéao contendo HEPES-KOH
20 mol m™ (pH 7,0), sacarose 400 mol m™ e UDP 4 mol m™, sendo a mistura incubada a 30°C,
por 60 min. A reacéo foi interrompida a 100°C, por 3 min. A segunda reagdo (determinacéo da

concentracdo de UDPG) foi realizada em um volume de reacdo de 300 pL, contendo tampéo



glicina 200 mol m™ (pH 8,9), MgCl, 5 mol m™ e NAD* 2 mol m™. A reacédo foi iniciada pela

adicdo da desidrogenase de UDP-glicose, a quantidade final de 0,005 U por reacao.
2.8.7 Pirosfosforilase da ADP-glicose (AGPase; E.C. 2.7.7.27)

A atividade da AGPase foi determinada na direcdo da formacgdo de G1P, em reacgéo
acoplada & reducdo do NAD", em microplaca de ELISA, a 340 nm (Tiessen et al., 2002). A
mistura de reacdo continha 20 pL de extrato, tampéo de reacdo contendo HEPES-NaOH 80 mol
m™ (pH 7,4), MgCl, 10 mol m™, glicose-1,6-bisfosfato 10 mol m™, 4cido 3-fosfoglicérico 10 mol
m=>, NAD* 1 mol m™, ADP-glicose 1 mol m™, NaF 1 U mL™, fosfoglicomutase 1 U mL™ e
desidrogenase da G6P (Leuconostoc mesenteroides) 2,5 U mL™. A reacdo foi iniciada pela

adicdo de pirofosfato de sodio 1,5 mM, em um volume final de 300 pL.
2.8.8 Cinase da frutose-6-fosfato dependente de ATP (ATP-PFK; E.C. 2.1.7.11)

A atividade da ATP-PFK foi determinada acompanhando-se a oxidacdo do NADH,
segundo Burell et al. (1994), em volume final de 300 pL, a 340 nm. A mistura de reacédo
continha 15 uL do extrato, tampéo de reacdo contendo Tris-HCL 100 mol m™ (pH 8,0), MgCl, 5
mol m™, ATP 1 mol m® NADH 0,1 mol m*, aldolase 10 U mL™, isomerase de triose-fosfato 1.8
U mL™, desidrogenase do glicerol-3-fosfato 1.8 U mL™. A reacdo foi iniciada com a adicio de

F6P & concentracéo final de 5 mol m™,
2.9 Estatistica

Cada unidade experimental foi composta por uma planta por vaso. A exce¢do dos
parametros fotossintéticos e de fluorescéncia, que foram tomados em blocos, as demais variaveis
foram submetidas a analise de variancia segundo delineamento inteiramente casualizado, com
seis repeticdes, em um esquema fatorial 2x2 (dois niveis de agua x 2 niveis de irradiancia). Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e as médias comparadas entre si pelo

teste F, a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa Sisvar 5.1 Build 7.2.
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3. RESULTADOS
3.1 Parametros agrometerol6gicos

A média da RFA foi de 31,18 + 1,7 mol m?d™ ao sol (plena exposicdo solar) e de 3,15 +
0,1 mol m?d* no ambiente & sombra, entre janeiro e junho de 2011. Nos dias de avaliagéo as
temperaturas minima e a maxima foram, respectivamente, 10,3 e 27,8 °C, no ambiente ao sol
(Figura 1).
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Figura 1. Valores maximos (linha tracejada) e minimos (linha continua) da temperatura do ar
diéria entre os dias 20 de maio e 4 de junho de 2011, em Vigosa. A marca¢ao em cinza indica 0s
dias das avaliagbes e das coletas.

3.2 Caracteristicas morfoldgicas

As variaveis altura, AF, DRO e NTF diferiram significativamente entre as plantas dos
dois ambientes luminicos dentro de um mesmo regime hidrico (Tabela 1), sendo que as plantas
ao sol exibiram, em relacdo aquelas a sombra, maior altura (15%), AF (110%), DRO (44%) e
NTF (175%). Ao contrario, as plantas a sombra tiveram maior AFE (37%) que as plantas ao sol.
Em relagcdo aos regimes hidricos em um mesmo ambiente luminico, nas plantas ao sol, o DH
acarretou decréscimo em AF (29%), DRO (17%) e NTF (23%), porém sem variagoes

significativas na altura e em AFE (Tabela 1). Nas plantas a sombra, ndo se observaram
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diferengas nas caracteristicas morfoldgicas avaliadas tanto sob CC e DH, exceto AFE, que foi
maior a CC (8%).

Tabela 1. Caracteristicas morfolégicas em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho
[IAC 44’ submetidas a combinacdo de condicdes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar
direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e dgua [capacidade de campo (CC; 100% da agua
disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua disponivel)].

. Sombra Sol
Parametros
cc DH cc DH
Altura (crm) 32+0,5° 31+0,5° 37 +0,8° 345+ 0,5°
Area foliar (m?) 0,240,005 0,2 +0,006° 0,4+0,01°  0,3+0,002°
Diametro do ramo ortotrépico (cm) 0,6 + 0,006° 0,6 + 0,006° 0,8 +0,02%" 0,7 +0,01%
Ndmero total de folhas 24 + 1° 25 + 1° 66 + 5% 51 + 3%
Area foliar especifica (m° kg1 18,5 + 0,3° 16,9 + 0,2° 13,5+ 0,5 13,6 +0,1°

Letras diferentes denotam diferencas significativas entre as médias dos niveis de irradiancia
dentro de um mesmo regime hidrico. Os asteriscos (*) denotam diferencgas significativas entre as
médias dos tratamentos hidricos, para um mesmo nivel de irradiancia. As médias foram
comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05). Os valores representam a média + erro-padréo (n =
6).

3.3 Relacbes Hidricas

As plantas foram submetidas a desidratacdo por 76 dias, quando o potencial hidrico na
antemanha (%) atingiu -2,1 MPa a sombra e -2,0 MPa ao sol. Nas plantas irrigadas, o potencial
hidrico ao meio-dia (¥n4) ndo variou significativamente entre as plantas dos dois ambientes
luminicos (Tabela 2). Em contraste, nas plantas sob DH, ¥4 foi ligeiramente mais negativo a
sombra. Sob disponibilidade hidrica adequada, os valores de K, e E foram maiores em relacéo

aos das plantas sob DH nos dois ambientes luminicos (Tabela 2).
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Tabela 2. Valores médios do potencial hidrico na antemanha (¥;,) e a0 meio-dia (¥q), taxa de
transpiracdo (E) e condutancia hidraulica (K.) em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai
Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagdo de condigdes contrastantes de luz [sol (100% da luz
solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC; 100% da
agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua disponivel)].

. Sombra Sol
Parametros
cC DH cC DH
¥, (MPa) -0,2+0,001° -2,1+0,05% -0,02+0,002° -2,0 +0,04%"
¥ ma (MPa) -0,3+0,026° -2,7+0,04" -04+0,03° -23+0,071°
E (mmolH,0 m?s™) 0,3+0,006° 0,1+ 0,005" 0,4 +0,02% 0,2 + 0,03
K (mmolH,0 MPa' m®s™) 1,1+010° 0,2 +0,003° 1,0 +0,13* 0,4 + 0,02°

Estatistica conforme Tabela 1.

3.4 Trocas gasosas

Em geral, as plantas irrigadas a sombra apresentam valores de A 39 e 43% superiores aos
das plantas ao sol, sob irradiancias de 200 e 1000 pmol fotons m 2 s, respectivamente (Tabela
3). Nas plantas a sombra sob DH, houve decréscimos em A de 55%, sob 200 umol fotons m?s?,
e 63%, sob 1000 pmol fotons m s, quando comparadas com as plantas irrigadas. Por outro
lado, maiores decréscimos de A foram observados sob DH nas plantas ao sol, 67 e 75% sob 200 e

1000 pwmol fétons m 2 s, respectivamente.

Né&o houve diferencas em gs nas plantas irrigadas nos dois ambientes luminicos, sob 200

25 foi 32% superior

umol fotons m2 s, Contrariamente, & CC, gs, sob 1000 pmol fétons m
nas plantas a sombra comparadas com as plantas ao sol. Sob DH, as plantas a sombra
apresentaram uma redugdo de 74 e 77%, sob 200 e 1000 pmol fotons m?s? respectivamente,
em relagdo as plantas a CC. Sob DH, maiores reducfes em gs foram observadas nas plantas ao

sol, 82 e 84%, sob 200 ¢ 1000 pmol fotons m 2 5%, respectivamente.

Sob disponibilidade hidrica adequada, a razdo Ci/C, foi 17% maior nas plantas ao sol
comparadas com as plantas & sombra, sob 200 pumol fétons m 2 s, néo havendo diferencas sob
1000 pmol fotons m 2 s . Sob DH, as plantas & sombra apresentaram uma redugdo na raz&o

CilC, de 33 e 36%, sob 200 ¢ 1000 umol fotons m ™ s, respectivamente. Nesse mesmo regime
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hidrico, menores redugdes na razdo C;/C, foram observadas nas plantas ao sol, 26 e 17%, sob 200

e 1000 umol fotons m 2 s, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), condutancia estomatica (gs), razdo entre a
concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/Cy), temperatura foliar (Ts) e deficit de pressdo de
vapor entre a folha e a atmosfera (3¢), sob 200 ¢ 1000 umol fotons m 2 s+, em plantas de Coffea
arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinacdo de condi¢des contrastantes
de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e 4gua [capacidade de
campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua disponivel)].

Sombra Sol
Parametros CcC DH CC DH
200 pmol fotons m>s’'
A (umol CO, m2s™) 5,1+ 0,3 23+0,1° 3,6+0,3" 1,2+0,1°
gs(MmolH,Om?>s")  66,1+78" 17 +0,5° 65,6 + 4,6% 11,7 +0,4°
Ci/C,(umolCO, mol'")  0,63+0,02"  042+0,02° 0,74+0,03" 0,55+ 0,02°
T (°C) 26,1 +0,6° 26,4 + 0,4 243+02°  262+0,6"
3, (kPa) 1,6 +0,1° 1,7+0,1° 1,1+0,03 16+0,1"
1000 pwmol fotons m’s’
A (umolCO, m?>s ™ 7,0+ 0,4 2,6+0,3° 4,5+0,2" 1,1+0,2°
gs(MmolH,Om?s")  77,2+84% 17,9+ 2,5° 58,4 + 4,5% 9,7+ 1"
Ci/C,(umolCO, mol'') 0,56+ 0,028 0,36+ 0,01° 0,60 + 0,02 0,50 + 0,05
T: (°C) 27,1+0,1° 27,6 +0,5° 25,8 + 0,2 28,1 + 0,6
8, (kPa) 1,6+0,1° 1,7+0,1° 1,2 +0,03" 1,7+0,1°

Estatistica conforme Tabela 1.

A CC, a T; foi 7 e 5% maior nas plantas & sombra, sob 200 e 1000 pmol fotons m 2 s,
respectivamente, em relacéo as plantas ao sol. Nessa mesma disponibilidade hidrica, &, foi 45 e

! respectivamente, em

33% maior nas plantas & sombra, sob 200 e 1000 pmol fotons m2 s
relagdo as plantas ao sol (Tabela 3). As respostas de A em funcéo de C;nas plantas irrigadas nos
dois ambientes luminicos diferiram em relagdo as das plantas sob DH (Figura 2): a velocidade
méaxima de carboxilacdo (Vemax), @ CC, foi 88% maior nas plantas a sombra em relagéo as plantas
ao sol; sob DH, ndo se encontraram diferencas significativas em V¢max nas plantas a sombra, mas

houve um decrescimo de 55% nesse parametro nas plantas ao sol (Figura 2).
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Figura 2 Taxa de assimilacdo liquida de CO; (A) em funcédo da concentracdo intercelular de CO,
(Ci) em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagao de
condigdes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)]
e agua [capacidade de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua
disponivel)]. As médias da taxa de carboxilacio méaxima [Vemax, tmol (CO,) m? s*] ndo
diferiram significativamente entre os regimes hidricos, dentro de um mesmo nivel de irradiancia
(P >0,05). Letras diferentes denotam diferencas entre as médias dos niveis de irradiancia, dentro
de um mesmo regime hidrico, pelo teste F (P < 0,05). Os valores representam a média + erro-

padrdo (n = 5).
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3.5 Parametros de fluorescéncia e pigmentos fotossintéticos

Os parametros de fluorescéncia ndo foram afetados pelos regimes hidricos, em contraste
com o0 que se observou em funcdo da disponibilidade de luz. Sob disponibilidade hidrica
adequada, observou-se um decréscimo na razao F./Fn, nas plantas ao sol, comparadas com as
plantas & sombra, de 6,4 e 21,5%, na antemanhd e ao meio-dia, respectivamente Do mesmo
modo, nesse regime hidrico, comparado com as plantas a sombra, houve um decréscimo na razao

F./Fo nas plantas ao sol, de 24 e 50% na antemanha e ao meio-dia, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios dos pardmetros de fluorescéncia na antemanhd e ao meio-dia, em
plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagdo de
condigdes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)]
e agua [capacidade de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua
disponivel)]. Abreviaturas: Fluorescéncia minima (Fo) fluorescéncia méxima (Fp,), razdo entre a
fluorescéncia variavel e maxima (F./Fp,) e razao entre fluorescéncia variavel e inicial (F./Fo).

Sombra Sol
Parametros CcC DH CcC DH
Antemanha
Fo 352 + 4,8° 345 + 6,8° 391 +1,2° 388 + 11,8
Fm 1715+ 16,6*° 1788 + 23,9° 1550 + 80,9° 1435 + 42°
F/Fm 0,79 £ 0,003* 0,81 + 0,002° 0,74+ 0,01° 0,73 +0,01°
FJFo 3,88 +0,07* 4,19 + 0,04 2,95 + 0,2° 2,72 + 0,15"
Meio-dia
Fo 844 + 2° 821 +17,1° 967 +22,9° 1007 + 48,2
Fm 4092 + 92,7° 4291 + 73,6° 2837 + 120,5° 2971 +90,2°
Fu/Fm 0,79+ 0,005% 0,80 + 0,002 0,65+0,01° 0,65+ 0,01°
F/Fo 3,8+0,1° 4,2 + 0,06 1,92 +0,1° 1,97 +0,1°

Estatistica conforme Tabela 1.

Sob DH, nao foram observadas alteragdes em Y(II), Y(NPQ) Y(NO), q. e TTE nas
plantas dos dois ambientes luminicos. A CC, comparadas com as plantas & sombra, as plantas ao
sol exibiram uma reducdo em Y(II) de 21 e 40%, sob 200 e 1000 pmol fotons m? s’

respectivamente. Igualmente, nesse regime hidrico, as plantas ao sol apresentaram decréscimo
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em TTE, de 24 ¢ 61%, sob 200 e 1000 pmol fotons m 2 s, respectivamente, em relagdo as

plantas sombreadas (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios dos parametros de fluorescéncia, sob 200 ¢ 1000 pmol fotons m 2 s,
em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagao de
condigdes contrastantes de [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e
agua [capacidade de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua
disponivel)]. Abreviaturas: Eficiéncia quantica do transporte de elétrons do FSII Y(II),
rendimento quantico ndo fotoquimico Y(NPQ) rendimento quantico da dissipacdo nédo regulada
Y (NO), capacidade fotoquimica do FSII (q.) e taxa de transporte de elétrons (TTE).

Sombra Sol
Parametros CcC DH CC DH
200 pmol fotons m>s’
Y(I) 0,29 +0,02° 0,26 + 0,01 0,24 +0,01°  0,19+0,01°
Y(NPQ) 0,38+0,02° 0,47 +0,01° 0,46 +0,05* 0,52 +0,04°
Y(NO) 0,33+0,01*  0,28+0,01° 0,30 +0,04*° 0,29 + 0,03
qo 0,23+0,02*  0,23+0,01° 0,27+ 0,04  0,25+0,01°
TTE (umole m>s ') 31+ 2,15 27 +0,98° 25 +1,34° 20+ 1,12°
1000 pmol fotons m’s'
Y(I) 0,07+0,01* 0,07 +0,00° 0,05+0,00° 0,04 +0,00°
Y(NPQ) 0,60+0,02°  0,65+0,01° 0,64 +0,04° 0,66 + 0,04
Y(NO) 0,32+0,01* 0,28 +0,01° 0,31+0,04* 0,30+ 0,04
qo 0,06 + 0,000 0,06 + 0,00% 0,06 +0,00>° 0,06 + 0,00°
TTE (umole m s ") 32+ 2,4° 32+1,7° 23+ 11" 19+12°

Estatistica conforme Tabela 1.

A CC, comparadas com as plantas ao sol, as plantas & sombra exibiram maiores
concentracdes (em base de massa) de clorofilas (71%) e carotendides (58%) (Tabela 6). A razédo
Chl/Car foi superior (23%) nas plantas a sombra. Ndo houve variacdes significativas nas
concentraces de pigmentos em base de area e na razdo Chl a/b entre os tratamentos. As
concentracOes dos pigmentos, independentemente da base de expresséo, ndo foram influenciadas
pelos regimes hidricos em cada ambiente luminico, exceto a concentracdo de carotendides (em

base de massa), sendo superior (43%) nas plantas a sombra.
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Tabela 6. Concentracdo foliar de clorofilas (Chl) e carotenoides (Car) em plantas de Coffea
arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinacdo de condicBes contrastantes
de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e 4gua [capacidade de
campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua disponivel)].

Sombra Sol
Parametros
ccC DH cC DH

Chl (a + b) (g kg*MS) 8,9+ 0,8° 9,7+0,7° 5,2 + 0,39 6,1+0,8"
Chl(a+b) (gm? 0,5 + 0,04° 0,5 +0,02° 0,4 +0,03° 0,5 +0,05°
Car (gkg' MS) 1,4 + 0,09% 1,4 +0,06° 0,9 +0,10° 1,3 +0,09°
Car (g m?) 0,08 +£0,01* 0,08 +0,01% 0,06 £0,01* 0,09 +0,01°

Chla/b 2,3+0,04° 2,5+0,2° 2,6 +0,3 2,5+0,2°

Chl/Car 6,0 + 0,2° 5,9+ 0,2° 48+02° 48+0,3"

Estatistica conforme Tabela 1.

3.6 Concentracdes de carboidratos e aminoacidos

Sob disponibilidade hidrica adequada, ndo houve diferencas significativas nas
concentragbes foliares de glicose, sacarose e aminodcidos (Figura 3) nas plantas nos dois
ambientes luminicos. Por outro lado, as concentracdes de frutose e amido foram marcantemente
superiores nas plantas ao sol em relacdo as das plantas a sombra. Em relacdo aos regimes
hidricos em um mesmo ambiente luminico, nas plantas a sombra sob DH, em relagdo as plantas
ao sol, observaram-se aumentos significativos nas concentragdes de glicose (67%), frutose (84%)
e sacarose (34%), sem diferengas significativas nos teores de amido e aminodcidos. Nas plantas
ao sol observou-se aumento na concentracdo de glicose (22%) e de aminoacidos (39%), e

reducdes nos teores de frutose (64%) e amido (87%), sem diferencas no teor de sacarose.
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Sob DH, houve um decréscimo de 79 e 88% na razdo amido: sacarose nas plantas ao sol e
a sombra, respectivamente, em relacdo a CC. Nas plantas sob DH, ndo se encontraram diferencas
significativas na razdo hexoses: aminoacidos nas plantas ao sol, mas houve um aumento de
234% dessa razdo nas plantas a sombra, quando comparadas com as plantas irrigadas. Por outro
lado, comparadas com as plantas a sombra, as plantas ao sol exibiram aumentos de 166% na

razdo amido: sacarose, e de 181% na razdo hexoses: aminoacidos, sob plena irrigacdo (Figura 4).
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Figura 4. Razbes amido:sacarose e hexose:aminoacidos em plantas de Coffea arabica L. cv.
‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinag¢ao de condi¢des contrastantes de luz [sol (100%
da uz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC; 100% da agua
disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da &gua disponivel)]. Os valores representam a média * erro-
padréo (n = 6). Estatistica conforme Tabela 1.

3.7 Enzimas do metabolismo de carboidratos
A atividade inicial (Vinicial), @ atividade total (Vi) € O estado de ativagdo (EA) da
Rubisco foram similares entre as plantas de cada regime hidrico dentro de um mesmo ambiente

luminico (Figura 5). A CC, comparadas com as plantas ao sol, as plantas & sombra apresentaram

tendéncia de maiores Viniciai € V totat, Mas sem alteracao proporcional em EA da Rubisco.
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Figura 5 Atividade das enzimas rubisco e sintase da sacarose-fosfato (SPS) e seus estados de ativacéo
em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagdo de condices
contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade
de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da agua disponivel)]. Os valores
representam a média + erro-padréo (n = 6). Estatistica conforme Tabela 1.
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A atividade catalitica seletiva (Vs) da SPS, sob disponibilidade hidrica adequada, foi
maior nas plantas a sombra, em contraste com a atividade catalitica maxima (Vmax), que foi maior
nas plantas ao sol. Sob DH, observou-se uma reducdo em Vpma, Somente nas plantas ao sol, ao
contrario de Vg, cujos valores ndo se alteraram nas plantas de nenhum dos dois ambientes
luminicos. Observou-se um decréscimo significativo em EA da SPS nas plantas ao sol,

comparadas com as plantas a sombra (Figura 5).

Independentemente do ambiente luminico, ndo foram verificadas diferencas significativas
na atividade da SuSy nas plantas irrigadas. Em relacdo aos regimes hidricos em um mesmo
ambiente luminico, nas plantas a sombra, o DH acarretou decréscimo na atividade da SuSy de
117%, sem alteracGes significativas nas plantas ao sol (Figura 6). Sob disponibilidade hidrica
adequada, comparadas com as plantas a sombra, nas plantas ao sol houve um decréscimo de 21%
na atividade da AGPase. Sob DH, ndo houve diferencas significativas na atividade da AGPase
nas plantas nos dois ambientes luminicos (Figura 6). A atividade da FBPase (enzima-chave na
biossintese de sacarose) e a atividade da PFK-ATP (enzima descrita como o principal ponto de
controle de todo o fluxo glicolitico) ndo responderam a quaisquer dos tratamentos aplicados
(Figura 6).

Nas plantas irrigadas, a atividade da invertase acida foi 33% maior nas plantas ao sol em
relacdo a das plantas a sombra, enquanto a atividade da invertase alcalina se manteve inalterada,
independentemente da disponibilidade de luz. Nas plantas a sombra, comparando-se 0s
tratamentos hidricos, observou-se um aumento da atividade da invertase acida (95%) e da
invertase alcalina (331%) sob DH. Resultados semelhantes foram observados sob DH nas plantas
ao sol, apresentando um aumento de 56 e 221% na atividade das invertases acida e alcalina,

respectivamente (Figura 7).
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Figura 6. Atividades das enzimas fosfatase da frutose-1,6-bifosfato (FBPase), sintase da
sacarose (SuSy), pirofosforilase da ADP-glicose (AGPase) e fosfofrutocinase dependente de
ATP (PFK-ATP) em plantas de Coffea arabica L. cv. ‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a
combinacdo de condicGes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da
luz solar direta)] e dgua [capacidade de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico
(DH; 35% da agua disponivel)]. Os valores representam a média * erro-padrdo (n = 6).
Estatistica conforme Tabela 1.
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Figura 7. Atividade da invertase &cida e invertase alcalina em plantas de Coffea arabica L. cv.
‘Catuai Vermelho IAC 44’ submetidas a combinagdo de condig¢des contrastantes de luz [sol
(100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC;
100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 35% da &gua disponivel)]. Os valores
representam a média + erro-padrdo (n = 6). Estatistica conforme Tabela 1.
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4. DISCUSSAO

De modo geral, os valores de fotossintese diferiram significativamente em relacdo aos
ambientes luminicos e hidricos (Tabela 3). As reducdes nos valores de A sob déficit hidrico, em
maior extensdo nas plantas a pleno sol que a sombra, comparadas com as plantas irrigadas, foram
acompanhadas com reducdes em gs e na razdo Ci/C,, indicando que a fotossintese foi limitada
pelo fechamento estomatico. Estas observacdes sdo compardveis com as apresentadas por
DaMatta et al. 1997 e Oliveira (2009) para C. arabica cv. ‘Catuai Vermelho’. Os decréscimos de
A nas plantas cultivadas a pleno sol, comparadas com as plantas a sombra, sob disponibilidade
hidrica adequada, foram também acompanhados de redugdes em gs, sem alteracfes na razdo
Ci/C, (Tabela 3), o que pode sugerir a ocorréncia de limitacdes ndo-estomaticas a fotossintese.
Os valores apresentados da razdo F./Fy, na antemanhd nas plantas a sombra estiveram dentro de
uma faixa 6tima (0,79-0,81), relatada por Bjorkman e Demmig (1987). Os decréscimos nas
razdes F./Fn, e especialmente na razdo F./Fo (Tabela 4) nas plantas ao sol, sob disponibilidade
hidrica adequada, sugere que danos fotoinibitorios nos centros de reacdo no FSII também podem
ter afetado o desempenho fotossintético. Registre-se que a razdo F./Fo € um indicador mais
sensivel para estimar a fotoinibicdo que a razdo F./Fn (Lima et al., 1999; Maxwell e Johnson,
2000); portanto, os decréscimos substanciais nagquela razdo indicam ocorréncia de fotoinibicédo
crbnica, isto €, limitagbes fotoquimicas a fotossintese. Resultados semelhantes foram relatados
por DaMatta et al. (1997) e Pompelli et al. (2010) para plantas de C. arabica cv. ‘Catuai
Vermelho’ cultivadas em vasos sob condic¢des de inverno. Redugdes persistentes na eficiéncia do
FSII tém sido atribuidas a retencdo de componentes do ciclo das xantofilas, os quais poderiam
participar ativamente na dissipacao de energia de excitacdo e, desse modo, proteger o FSII de
sobre-excitacdo e fotodanos (Gilmore 1997). Segundo Garcia-Plazaola et al. (1999), essa
resposta ndo seria restrita a condigdes extremas de inverno, mas poderia ser provavelmente uma
resposta geral de arvores sempre-verdes mesmo em regides com invernos amenos, COMo em

Vicosa.

Os maiores valores da razdo Ci/C, em plantas cultivadas a pleno sol em comparagdo com as
plantas & sombra, sob 200 pmol fotons m? s, em paralelo com decréscimos (ainda que
modestos) das atividades inicial e total da rubisco, sugerem, em adicdo, que a fotossintese
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também foi limitada por fatores bioquimicos. Adicionalmente, a taxa maxima de carboxilacdo da
rubisco em base de area (Vcmaxa) fOi significativamente maior nas plantas a sombra em
comparagao com as plantas a pleno sol, independentemente da disponibilidade hidrica. Tomados
em conjunto, estes dados contrastam com os resultados obtidos por Cavatte et al. (2012) que, em
condicBes de verdo, encontraram valores de fotossintese maiores em plantas cultivadas a pleno
sol em comparacdo com as plantas a sombra. Contudo, baixas taxas de fotossintese no cafeeiro,
em plantas a pleno sol sob disponibilidade hidrica adequada, ja haviam sido demonstradas em
condigdes do inverno no sudeste Brasileiro (DaMatta et al., 1997; Silva et al., 2004; Chaves et
al., 2008).

As varidveis altura, AF, DRO e NF foram maiores nas plantas ao sol sob disponibilidade
hidrica adequada, comparadas com as plantas a sombra (Tabela 1). Salienta-se que a avaliacéo
dos parametros fotossintéticos e morfoldgicos ocorreu em junho, periodo onde as taxas de
crescimento do cafeeiro e de fotossintese sdo relativamente baixas em plantas a pleno sol (Barros
e Maestri, 1974; DaMatta et al., 1999, Silva et al., 2004). Entretanto, a presumivel maior
biomassa das plantas a pleno sol, a julgar-se pelas variaveis morfoldgicas analisadas, fortemente
indica que, no longo prazo, a fotossintese seja maior nas plantas ao sol que a sombra (DaMatta,
2004a). Nesse contexto, apesar de os presentes dados indicarem que 0 sombreamento possa
proteger a maquinaria fotossintética durante o inverno, o seu uso deve ser encarado com cautela

ao longo das outras estacoes.

As concentragGes médias dos pigmentos fotossintéticos, em base de massa, diferiram entre as
plantas nos dois ambientes luminicos, mas ndo foram influenciadas pelos regimes hidricos.
Adicionalmente, aumentos em AFE foram traduzidos em incrementos da concentracdo de
pigmentos em base de massa, conforme observado nas plantas a sombra, fato também relatado
anteriormente (Martins, 2011; Cavatte et al., 2012). Tais efeitos seguem o comportamento
geralmente observado em plantas lenhosas, em que a estratégia de aclimatacdo do cafeeiro a
sombra parece governada, principalmente, por alteracdes em AFE. Assim, folhas de sombra
aumentariam a AFE e a concentracdo de pigmentos para aumentar sua capacidade de absorcdo de
luz (Sack e Grubb, 2002; Feng et al., 2004).
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A variagdo na disponibilidade de umidade do solo durante o experimento foi a mesma em
ambos os tratamentos de luz, sem diferengas em ¥, Nos dois regime luminicos, com a reducéo
de AD. Respostas contrastantes foram obtidas por Cavatte et al. (2012), sob reduzida
disponibilidade hidrica; esses autores observaram uma habilidade ligeiramente superior nas
plantas ao sol em relacdo aquelas a sombra em termos de manutencdo da hidratacdo de seus
tecidos. Por outro lado, observaram-se, sob DH, decréscimos de E nos dois ambientes luminicos
(Tabela 2), acompanhados com decréscimos em gs 0 que sugere que C. arabica apresenta um
eficiente controle estomatico da taxa da transpiracdo sob condigdes de déficit hidrico (DaMatta
2004b). As redugdes de K., sob DH, independentemente do ambiente luminicos, correlacionam-
se com as reducdes de E. Salienta-se que E seria limitada por K, (Tausend et al., 2000). Essas
respostas sdo similares aos resultados obtidos por Cavatte et al. (2012), o que pode traduzir em
preservacao da umidade do solo por mais tempo, dado que as plantas retiram a agua do solo com
uma menor intensidade devido a menor tensdo transpiratoria, limitada pelo fechamento

estomatico.

A concentragdo de amido marcantemente superior, sem alteracdo na concentracdo de
sacarose, nas plantas a pleno sol em comparacdo com as plantas a sombra (Figura 3), foi
acompanhada de decréscimos em A e pode, possivelmente, estar associada a retroinibicdo da
fotossintese pela baixa demanda dos drenos em termos de consumo de carboidratos. Estes
resultados sdo consistentes com os encontrados por DaMatta et al. (1997) em C. arabica cv.
‘Catuai Vermelho’ em condicdes de inverno. A redugédo do crescimento nas plantas ao sol pode
gerar uma reducdo da forca do dreno, acarretando acimulo de carboidratos que, por seu turno,
leva a reducdo da taxa de assimilacdo liquida de CO,. Em todo caso, o acumulo de amido
ocorreu em paralelo a um decréscimo na atividade da AGPase (Figura 6), enzima-chave da
biossintese de amido, nas plantas a pleno sol. Consistente com essa afirmacao, a fotossintese e a
atividade relacionada a enzimas-chave do metabolismo do carbono (AGPase) deveriam diminuir,
na medida em que os produtos finais se acumulam. Sugere-se que um acumulo de amido poderia
formar grandes gréos que, por sua vez, podem diminuir a atividade inicial da rubisco (Grub e
Méchler, 1990). Além disso, o desvio da fixacdo de CO, para a sintese de amido pode levar a
uma inibicdo da sintese de sacarose, que limitaria a fotossintese pela restricdo da reciclagem de
fosfato para os cloroplastos (Goldschmidt e Huber, 1992). Contudo, o decréscimo da atividade
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da SPS, nas plantas ao sol (Figura 5), comparadas com as plantas a sombra sob disponibilidade
hidrica adequada, ndo foi acompanhado de alteracGes na atividade da FBPase (Figura 6); assim,
ndo se pode afirmar que uma potencial retroinibicdo negativa da fotossintese tenha se

manifestado por acumulo de sacarose.

Os aumentos dos niveis de glicose nos dois ambientes de luz, sob disponibilidade hidrica
reduzida, comparados aos das plantas irrigadas, provavelmente ocorreram em funcdo da
degradacdo de amido (Figura 3). De fato, observa-se incremento no nivel da razdo
hexoses:aminoacidos nas plantas a sombra sob DH (Figura 4), em detrimento a razédo
amido:sacarose, neste tratamento. Em plantas submetidas a estresse hidrico tem-se descrito que
pode ocorrer degradacdo de amido (Quick et al., 1989) como forma de aumentar os niveis de
acucares. Adicionalmente, os aumentos dos niveis de glicose, frutose e sacarose verificados em
plantas sombreadas, sob disponibilidade hidrica reduzida, associado com 0 aumento na
concentracdo de aminoacidos, sob deficit hidrico em plantas ao sol, séo uma resposta do café ao
déficit hidrico, o que pode estar associado com o0 mecanismo de ajuste osmético (DaMatta et al.,
1997; Lawlor e Cornic, 2002; Praxedes et al., 2006; Taiz e Zeiger, 2006). O ajuste osmético é
dependente, dentre outros fatores, da severidade do déficit hidrico e, principalmente, de sua taxa
de imposicdo (Blum, 1996). Neste experimento, a lenta reducdo no status hidrico das plantas,
especialmente a sombra, permitiria a ocorréncia do ajuste, para evitar desidratacdo (Lawlor e

Cornic, 2002), o que certamente contribuiria para evitar decréscimos adicionais em A.

De modo geral, o metabolismo de carboidratos, em resposta a seca, foi afetado pela
imposicdo do déficit hidrico. A atividade da SPS, enzima-chave na sintese da sacarose, néo foi
afetada pelo déficit hidrico. Este resultado é consistente com o encontrado por Ronchi (2005) em
plantas de C. canephora cultivadas em vasos, sob déficit hidrico moderado. Por sua vez, 0s
valores obtidos para as atividades tanto das invertases acida como da alcalina, foram similares
aqueles encontradas por Praxedes et al. (2006) em clones de C. canephora susceptiveis e
tolerantes a seca, sob DH. O teor de sacarose nas plantas pode ser influenciado pelo aumento das
atividades das invertases, o que poderia explicar a tendéncia de aumento de glicose sob
disponibilidade hidrica reduzida (Praxedes et al., 2006). Diferentemente do esperado, o
decréscimo na atividade da SuSy, sob déficit hidrico, nas plantas a sombra (Figura 6), contrasta
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com os resultados observados por Ronchi (2005), que encontrou aumento da atividade dessa
enzima em plantas de C. canephora submetidas a déficit hidrico. Possivelmente a atividade da
SuSy ndo deve ter um papel de destaque no aumento no nivel das hexoses, uma vez que as
concentracOes de sacarose ndo foram alteradas. Sob condigdes de seca, a atividade das enzimas
que degradam a sacarose, como a invertase acida e SuSy, aumentam (Pelleschi et al., 1997;
Lawlor e Cornic, 2002).

N&o se observaram diferengas significativas nas atividades das invertases alcalina e &cida e
da Susy comparando-se as plantas ao sol e a sombra, sob disponibilidade hidrica adequada
(Figura 7). Possivelmente, a contribuicdo da atividade dessas enzimas seja baixa em relacdo ao
nivel de hexoses, uma vez que as concentragdes de sacarose ndo foram alteradas. A enzima PFK-
ATP, importante no metabolismo de carboidratos por catalisar uma reacdo na interface entre o
metabolismo de hexoses e trioses, com funcédo regulatoria no fluxo glicolitico, ndo se alterou em
resposta aos tratamentos (Figura 6), o que sugere, circunstancialmente, que ndo houve varia¢oes
no status do fluxo de carbono e de fosfato dentro e fora do plastidio entre os diferentes
tratamentos e/ou ndo ocorreram alteragcbes na razdo fosfoenolpiruvato/fosfato inorgénico,
condicdo premente para conectar a atividade enzimatica ao status do produto final da via

glicolitica (Buchanan et al., 2000).
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5. CONCLUSAO

Plantas cultivadas a pleno sol, independentemente da disponibilidade hidrica, apresentaram
decréscimos nas taxas de fotossintese associados a: i) limitagBGes difusivas, devido as baixas
conduténcias estomaticas; ii) limitacdes fotoquimicas, devido a fotoinibigdo crbnica; e iii)
limitacBes bioquimicas, associadas a decréscimos na atividade da rubisco e possivelmente a
retroinibicdo da fotossintese por acumulo de amido, pela menor demanda do dreno. O
sombreamento intenso permitiu uma melhor aclimatacdo do cafeeiro ao déficit hidrico,
permitindo uma protecdo contra os efeitos das baixas temperaturas noturnas e reduzindo o0s
efeitos negativos do excesso de energia pelos dias ensolarados, condi¢es caracteristicas do
inverno da Zona da Mata mineira, em consonancia com a hipdtese deste estudo. Apesar de 0s
presentes dados indicarem que 0 sombreamento possa, de fato, proteger a maquinaria
fotossintética do cafeeiro durante o inverno, a sombra deve ser perjudicial para o desempenho
fotossintético global do cafeeiro no longo prazo, especialmente porque as plantas ao sol devem
ter acumulado biomassa em extensdo bem superior em compara¢do com as plantas a sombra.
Isso deve ser reflexo do maior potencial de fotossintese e de crescimento do cafeeiro ao sol,
durante a sua fase de crescimento ativo. Portanto, qualquer recomendacdo de adocdo do
sombreamento como uma pratica de manejo visando a maximizacdo da producdo do cafeeiro

deve ser encarada com cautela.
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