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RESUMO

CHAVES, Agnaldo Rodrigues de Melo, M.S., Universidade Federa de Vigosa, fevereiro
de 2005. Fotossintese e mecanismos de protecdo contra estresse fotooxidativo em
Coffea arabica L., cultivado em condicbes de campo sob dois niveis de
irradiancia. Orientador: Fabio Murilo Da Matta. Conselheiros: Herminia Emilia
Prieto Martinez e Marcelo Ehlers Loureiro.

O cafeeiro é originario de ambientes sombreados, fato gerador de uma crenca bem
estabelecida de que se trata de uma espécie de sombra. No entanto, em muitos locais, o
café é cultivado a pleno sol, com producdes satisfatorias. O objetivo deste trabaho foi,
pois, identificar potenciais mecanismos de fotoproteggdo, bem como avaliar como eles se
gjustam diurna e sazonalmente. As plantas foram cultivadas no campo, sob dois niveis de
irradiancia (50 e 100% da luz natural incidente), analisando-se folhas das faces do renque
completamente expostas a luz, em trés épocas contrastantes: agosto e dezembro de 2003 e
outubro de 2004. A fotossintese liquida e a condutancia estomética apresentaram valores
baixos e similares nas plantas de ambos regimes de luz em todas as épocas, especiamente
a tarde. Tendéncia semelhante foi observada para a atividade da carboxilase/oxigenase da
ribulose-1,5-bisfosfato, amostrada ao meio-dia. Observou-se fotoinibicdo crénica em
agosto e uma discreta fotoinibicdo dinamica em dezembro e em outubro nas plantas de
ambos tratamentos. As concentragdes de clorofilas e carotendides totais foram menores em
agosto nas plantas de ambos regimes de luz. O angulo foliar foi sempre maior nas plantas a
pleno sol em relacdo as sob sombra. Na maioria das amostragens, a taxa de transporte de
elétrons foi semelhante em plantas de ambos tratamentos. Em laboratério, observou-se, na
medida em que incrementava a irradiancia, reducdo na fracéo de energia utilizada na fase

fotoquimica da fotossintese e aumentos concomitantes e consistentes na fracdo dissipada



na forma de calor e na fragdo da energia ndo utilizada na fase fotoquimica e tampouco
dissipada como calor. Isto foi observado até airradiancia actinica de 1500 mmol (fétons) m’
2 51 sem, contudo, verificar-se um padréo claro entre plantas a pleno sol e sob sombra. N&o
se observaram diferencas entre essas plantas acerca das atividades das enzimas
antioxidantes: dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX) e redutase da glutationa (GR). Comparativamente, maior atividade da SOD e da
APX ocorreram em outubro, da CAT, em outubro/dezembro, enquanto ada GR foi similar
entre as épocas avaiadas. Verificou-se tendéncia de maiores niveis de ascorbato nas
plantas a pleno sol que naquelas sob sombra, mas apenas em agosto tais diferencas foram
significativas. De modo geral, danos celulares de pequena magnitude, caracterizados por
aumentos discretos no extravasamento de eletrolitos e acimulo de aldeido mal 6nico, foram
mais evidentes em agosto e em outubro em relacdo a dezembro, embora similar entre
plantas de ambos tratamentos. Em suma, nas condi¢cdes deste experimento, o cafeeiro
apresentou alta plasticidade fisiolégica de seu aparelho fotossintético as variacbes da

irradiancia.



ABSTRACT

CHAVES, Agnaldo Rodrigues de Melo, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2005. Photosynthesis and mechanisms of protection against photooxidative stress
in Coffea arabica L. grown in thefield under two irradiance levels. Advisor: Fabio
Murilo Da Matta. Committee members. Herminia Emilia Prieto Martinez, Marcelo
Ehlers Loureiro.

Coffee is native to shady environments, a fact that has been associated with a
general belief that it is a shade species. However, in many places, coffee grows well
without shade and even out-yields shaded coffee. The aim of this work was to identify
potential mechanisms of photoprotection as well as to evaluate how they are able to adjust
diurnally and seasonally. The plants were grown in the field under two irradiance levels
(50 and 100% of incident natural light). Sampling and measurements were made using
outer leaves from the sun-faced sides of the coffee hedgerow in three contrasting times:
August and December 2003 and October 2004. Regardless of the treatments, net
photosynthesis and stomatal conductance were very low, particularly in the afternoon. A
similar trend was observed for the activity of ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase, as analyzed at midday. Chronic photoinhibition was found in
August, whereas a dlight, dynamic photoinhibition was observed in December and
October, irrespective of light treatments. Concentrations of chlorophylls and total
carotenoids were smaller in August than in December or October, regardless of light
conditions. Leaf angle was aways steeper in plants under full sunlight in relation to those
under shade. On most occasions, electron transport rate was similar in plants under both
irradiance treatments. Under laboratory conditions, there was a reduction in the fraction of

absorbed light used in photochemistry which was accompanied by increases in the fraction



of absorbed light dissipated as heat as well as in that fraction neither used in
photochemistry nor dissipated thermally. This was observed until applying an actinic
irradiance of 1500 nmol (photons) m? s, but no clear difference between sun leaves and
shaded ones was noted, however. Activities of key antioxidant enzymes, superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbate peroxidase (APX), and glutathione reductase
(GR), were similar between plants from both light treatments. Comparatively, larger
activity of SOD and APX occurred in October, that of CAT in October/December, while
GR activity was similar among the evaluated periods. A trend for higher reduced ascorbate
pool was observed in plants grown in the open than in those grown under shade, but only
in August such differences reach statistical significance. In a general way, discrete cellular
damages, characterized by dlight increases both in electrolyte leakage and
mal ondial dehyde accumulation, were more evident in August and in October as compared
to December, but such damages were similar between plants from both irradiance
treatments. Summing up, the photosynthetic apparatus of the coffee tree, under the present
experimental conditions, showed a high physiological plasticity to varying irradiance.



1-INTRODUCAO

Dentre cerca de 100 espécies de Coffea descritas (Fazuoli 1986), C. arabica L. (café
Arébica) e C. canephora Pierre (café Robusta) so as Unicas com expressdo econdémica no
mercado mundial. Atualmente, cerca de 62% do café negociado em bolsas refere-se a
Arébica, e os 38% restantes, a Robusta.

O café Arébica é originario das florestas tropicais da Etidpia (Africa), onde é
encontrado em estado esponténeo como vegetacdo de sub-bosgue e desenvolve-se,
portanto, permanentemente sob sombra. Assim, 0s primeiros cafezais eram instalados sob
sombra, numa tentativa de reproduzir-se, dentre certos limites, na lavoura, as condigbes
ecol 6gicas presumivelmente mais adequadas a espécie. N&o obstante, cafeeiros cultivados
a pleno sol produzem satisfatoriamente e, na maioria dos casos, mais que os plantios a
sombra. Como consequéncia, 0 sombreamento, como uma pratica cultural regular, foi
abandonado em vérias regides do mundo, como no Brasil e no Quénia (Malavolta 2000).

O termo arborizacdo é empregado para indicar um sombreamento esparso, até, no
maximo, cerca de 50% de cobertura do terreno. Apesar da grande controvérsia acerca dos
efeitos presumivelmente positivos da arborizagéo, tem-se observado um interesse renovado
em sua adocdo no cultivo do café, particularmente porque prética esta associada a
conservacao de recursos do ambiente e menor quantidade de insumos para uma producéo
sustentéavel de café (Beer et al. 1998, DaMatta e Rena 2002). A literatura € farta em
exempl os demonstrando incrementos, decréscimos ou invariabilidade da producéo do café,
em funcdo da arborizacéo. Trés fatores podem concorrer, pelo menos teoricamente, para a
reducéo da producéo, na medida em que se aumenta a extensdo da arborizacdo: (i) menor
assimilacéo do carbono pela planta inteira, sob condi¢cdes de arborizagdo excessiva; (ii)
maior estimulo a emisséo de gemas vegetativas em detrimento das gemas florais (Cannell
1975); e (iii) reducdo do nimero de nés produzidos por ramo (Castillo e Lopez 1966).



Considerando-se que 0 numero de nés formado seja o principal componente da producdo
do café (Cannell 1975), pode-se presumir que, aumentando-se a extensdo da arborizacéo, a
producdo decresceria, em razédo do menor nimero de nés formados e do menor nimero de
botbes florais por nd, especialmente em locais com condi¢des ambientes proximas as
6timas a cafeicultura. De qualquer modo, 0 uso de espécies arboreas adequadas e sob
densidades apropriadas parece ndo afetar, ou pode mesmo estimular, a producdo do café
(Baggio et al. 1997, Butler 1979, Caramori et al. 1995, Soto-Pinto et al. 2000). Ademais, a
arborizacéo pode reduzir sensivelmente as variacdes bienais da producdo do café (Cannell
1985).

Apesar de a grande maioria dos trabalhos sugerir que o cafeeiro exibe folhas com
caracteristicas tipicas de sombra, a sua taxa de fotossintese liquida (A) pode ser maior a
pleno sol que a sombra, desde que a abertura estomédtica ndo sgja limitante (DaMatta e
Rena 2002). Na maioria dos trabalhos em que se observa maior A sob sombra que a pleno
sol, menor condutancia estomética (gs) para folhas expostas parece explicar, pelo menos
em parte, essas observagoes (Freitas 2000, Kumar e Tieszen 1980, Paiva et al. 2001). Uma
vez que a abertura dos estbmatos em café € maior sob sombra ou em dias nublados ou
chuvosos (Fanjul et al. 1985, Maestri e Vieira 1958), € plausivel sugerir que, a pleno sol, a
fotossintese possa ser largamente limitada por baixos valores de gs. N&o obstante, € pouco
provavel que a dta irradiancia, per se, acarrete fechamento estomatico. Conforme Nunes
(1988), a temperatura e a umidade relativa do ar, mas ndo a irradiancia, seriam os fatores
ambientes mais importantes envolvidos na regulacdo estomética do cafeeiro.

Além de apresentar maior A em folhas de sol que em folhas sombreadas,
particularmente sob condiches ndo-estressantes, 0 cafeeiro pode exibir outras
caracteristicas indicativas de aclimatacdo/adaptacéo as altas irradidncias. Em plantas a
pleno sol, observa-se, por exemplo, reducéo da area foliar especifica, aumento da espessura
da cuticula, incrementos na irradiancia de saturacdo, cloroplastos com menos grana e
menos tilacoide por granum (Fahl et al. 1994), aumento na quantidade e na atividade da
rubisco (Ramalho et al. 1999) e reversdo da fotoinibicdo relativamente rapida (DaMatta e
Maestri 1997), todas caracteristicas adaptativas a plena irradiancia. Ressata-se que, pelo
menos no Brasil, as cultivares atualmente plantadas foram selecionadas em ensaios de
competicdo conduzidos a pleno sol e, portanto, tais cultivares podem, potencialmente,
apresentar adaptacbes a dtas irradidncias em extensdo superior as de cultivares
selecionadas para cultivos sombreados. No entanto, atributos tipicos de folhas de sombra



permanecem, mesmo na folhagem exposta, como a baixa razéo clorofila a/clorofila b
(DaMatta e Maestri 1997, Fahl et al. 1994).

Irradidncias superiores agquelas necessarias para saturar a fotossintese
freglientemente acarretam um decréscimo liquido na taxa de transporte de elétrons através
do fotossistema Il (FSII), e um forte incremento na taxa de giro de D1, o principal
polipeptidio dos centros de reacdo do FSII (Andersson et al. 1994). Esse fendmeno,
conhecido como fotoinibicdo, sempre resulta em perda de eficiéncia fotoquimica do FSII.
No cafeeiro, uma vez que se atinja a irradiancia de saturacéo (~600 mmol(fétons) m? s*
em folhas expostas), a fotossintese pode prosseguir sem decréscimos substanciais até cerca
de 1200 mmol (fétons) m? s* (Kumar e Tieszen 1980), ou mesmo 1400 mmol (fétons) m? s
! (Ramalho et al. 2000). Todavia, se a fotossintese e a fotorrespiragdo ndo utilizarem a
maior fragcdo do poder redutor gerada na fase fotoquimica, podera ocorrer uma sobre-
reducdo da cadeia de transporte de elétrons do cloroplasto e, nessa condicdo, elétrons
podem dai escapar e serem usados para reduzir o oxigénio molecular, levando a formagéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) potencialmente capazes de resultar em danos
fotoinibitorios e fotooxidativos (Lima et al. 2002, Pinheiro et al. 2004), popularmente
conhecidos como escaldadura.

A fotoinibicdo da fotossintese pode ser encarada como uma estratégia de
aclimatacdo do FSII, traduzindo-se em protecdo contra niveis de luz potencialmente
injuriosos (Asada 1999). Assim, a fotoinibicdo, per se, pode ndo resultar em reducdes
substanciais na produtividade de cafeeiros cultivados em campo, o que explicaria, em
parte, o sucesso do cultivo de variedades comerciais a pleno sol (DaMatta e Maestri 1997).
Por outro lado, sob certas condi¢des, os mecanismos de defesa da planta podem ndo ser
suficientes para dissipar a energia excedente e, nesse caso, a ocorréncia de fotodanos pode
ser bastante expressiva. Dentre tais condi¢cdes, podem-se destacar: adubacdo deficiente;
carga pesada de frutos, déficit hidrico; baixas temperaturas, especiamente baixas
temperaturas noturnas seguidas de dias ensolarados, como normalmente ocorre durante o
inverno na Zona da Mata mineira e no sul de Minas Gerais, ou qualquer outro fator que
leve ao depauperamento da planta. Esses fatores, combinados ou n&o, podem acarretar uma
sequéncia de eventos potencialmente catastrofica, especialmente em cafezais que recebem
a radiagdo solar da tarde. Como conseqiiéncia visivel, a escaldadura se manifesta,
culminando na abscisdo da folha. Nessas condicOes, a incidéncia de cercosporiose e
ferrugem usualmente aumenta, também levando a abscisdo foliar. Desse modo, néo

somente a folhagem exposta, mas também as folhas mais internas da copa, passam a
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receber fluxo de fétons superior a0 necessario para saturar a fotossintese, o que
potencializa mais ainda a abscisdo das folhas. Em muitos casos, 0 ramo seca ou pouco
cresce, acarretando quebra de producdo na colheita seguinte. A arborizacdo, nesse
contexto, poderia minimizar, sobremodo, a ocorréncia de escaldadura (DaMatta 20044,
DaMatta e Rena 2002).

Protecdo contra danos oxidativos pode ocorrer as expensas de aumento na dissi pacéo
térmica da energia de excitagcdo, por meio de carotendides, ou via metabolismo das ERO’s
(e.g., peroxido de hidrogénio, oxigénio singleto, radical hidroxil), em funco da maior
atividade do sistema antioxidativo (Asada 1999). Tal sistema compreende as chamadas
“enzimas antioxidantes’ (e.g., dismutase do superoxido, SOD; catalase, CAT; peroxidase
do ascorbato, APX e redutase da glutationa, GR), aém da participacdo de moléculas
antioxidantes hidrofilicas (e.g., ascorbato e glutationa) e lipofilicas (e.g., a-tocoferol, b-
caroteno e carotendides do ciclo das xantofilas) (Asada 1999, Ort e Baker 2002). Maior
protecdo contra excesso de irradiancia pode também ocorrer via ateracdo do angulo de
orientacdo foliar, uma vez que, quanto mais verticalizada estiver a folha, menor sera a
interceptacdo da radiacdo incidente (DaMatta 2003). Além disso, o custo metabdlico é
sobremodo menor para ateragdo do angulo foliar que para a sintese de moléculas
antioxidantes ou para suportar o giro da maguinaria enzimética antioxidante (Liu et al.
2003).

Até o presente, nenhum estudo mais detalhado, em café, parece ter sido feito acerca
da associacdo entre sombreamento, oscilagdes nos padrdes de fotossintese e mecanismos
de fotoprotecdo. O objetivo deste trabalho foi, pois, identificar potenciais mecanismos de
fotoprotecdo, bem como avaliar como tais mecanismos se gustam diurna e sazonal mente,
em café. Paratal, plantas adultas foram cultivadas sob sombra e a plena exposicéo solar,
procedendo-se as avaliagBes em folhas mais externas, ao longo do dia. Foram avaliados as
trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos, variagdes na interceptacdo da irradiancia,
utilizac&o e dissipacéo da energia absorvida, o metabolismo antioxidante e danos celulares,
em trés épocas contrastantes. agosto de 2003, época fria e seca, caracterizada por taxas
negligenciaveis de crescimento vegetativo e fotossintese; dezembro de 2003, época quente
e chuvosa, com taxas de crescimento e fotossintese freqlientemente limitadas pelas atas
temperaturas; e em outubro de 2004, época chuvosa e de temperatura mais amena, quando
se esperam taxas mais elevadas de crescimento vegetativo e fotossintese (Silva et al.
2004).



2-MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em um campo experimental do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa (altitude 690 m; 20°45'S, 42°15'W), em
Vigosa, Minas Gerais. A regido possui clima subtropical, com temperatura média anual de
19°C. A precipitagdo média anual é de 1200 mm, com uma estagdo seca pronunciada
coincidindo com os meses mais frios (abril a setembro). Na época mais fria, sdo comuns
noites frias (temperaturas minimas variando, tipicamente, de 5 a 12°C) seguidas de dias
ensolarados, com temperaturas méximas facilmente excedendo 25°C.

Foram utilizadas plantas de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho (CH 2077-2-5-
99), cultivadas sob espacamento de 3 x 1 m, plantadas em novembro de 1989, com uma
planta por cova, em Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico, com declividade do terreno
de 40%, sendo o plantio orientado no sentido leste-oeste. Em agosto de 1998, as plantas
foram recepadas e, entdo, conduzidas com dois ramos ortotrépicos, cada. Adubacdes e
controle fitossanité&rio vém sendo realizados conforme préticas agrondmicas usuais
recomendadas para a cultura. Foram avaliadas plantas a pleno sol e sob 50% de luz solar
direta, sendo utilizado, para este tratamento, a partir de outubro de 2001, sombrite com a
referida capacidade de retencdo de luminosidade.

As medicdes e amostragens foram feitas em dias sem nuvens, com insolacéo
superior a9 h: 20 de agosto e 12 de dezembro de 2003, e 30 de outubro de 2004. Nessas
datas, as temperaturas do ar minima e méaxima foram, respectivamente, 8,6 e 26,5°C, 18,2
e 34,0°C, e 15,5 e 29,4°C. De 20 de maio a 20 de agosto de 2003, houve apenas 31 mm de
precipitacdo, dos quais 22,5 mm ocorreram em 16 de agosto. Houve precipitacdo
abundante nos dias precedentes as outras épocas de medicdes. Salienta-se, ainda, que ao
longo da semana anterior a cada dia de avaliagdo, houve 53, 23 e 32 h de insolagéo,
respectivamente em agosto, dezembro e outubro. Nas épocas selecionadas, folhas da face
norte, em agosto, e da face sul, em outubro e dezembro, foram expostas a radiacéo solar
incidente ao longo de todo o dia. Todas as medicdes e amostragens foram feitas em folhas
expandidas do terco superior das plantas, utilizando-se apenas folhas das faces do renque
do cafezal completamente expostas a radiacdo solar. Exceto quando explicitado em
contrério, tecidos foliares foram amostrados em torno do meio dia, congelados em
nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados a -80°C até a andlise.



O experimento foi disposto em blocos casualizados, com trés repeticdes, avaliando-
se duas das trés plantas centrais em cada parcela, que foi congtituida por uma fileira de
cinco plantas. O experimento foi analisado em esquema fatorial (2x3, dois niveis de
irradiadncia e trés épocas). As comparagbes entre as médias dos tratamentos foram
realizadas por meio dos testest de Student e de Newman-K euls, a 5% de probabilidade.

Os seguintes parametros foram avaliados:
a- Par@metros agrometeorol 6gicos

O déficit de pressdo de vapor entre o interior da folha e a atmosfera (de) foi
calculado, utilizando-se das férmulas descritas em Landsberg (1986). Para isso, foram
tomadas, ao longo do periodo de avaliacdo das trocas gasosas, as temperaturas do ar (bulbo
seco e bulbo umido) e dafolha, utilizando-se, respectivamente, de um psicrometro e de um
termopar associado a pinca de um fluorémetro modulado (FMS2, Hansatech, Norfolk,
Reino Unido). A radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA) foi medida com um sensor
também acoplado a pinca do fluorbmetro. Alternativamente, RFA foi medida com um
fotbmetro/radidmetro (Li-185, Li-Cor, Nebraska, EUA). Outros dados meteorol bgicos,
como precipitacdo e insolacdo, foram obtidos de uma estagdo meteoroldgica localizada a
cercade 2,5 km do campo experimental .

b - Potencial hidrico
O potencia hidrico foliar foi medido com uma bomba de pressdo tipo Scholander,
na antemanha.

c - Radiacéo interceptada pelafolha e inclinagéo foliar

A RFA interceptada por uma folha individual foi estimada, considerando-se os
angulos azimutal e de elevacao solar, da declinacdo solar nas datas de amostragens, além
dos angulos azimutal e de inclinacdo foliar (Pearcy 1989). Trés folhas externas recebendo
radiacBo solar direta foram amostradas para a medicdo dos angulos azimutal e de
inclinagdo (Norman e Campbell 1989). A inclinagdo foliar foi medida em relagcdo ao
horizonte (= 0°).

d - Trocas gasosas e parametros de fluorescéncia
Para estimarem-se 0s parametros fotossintéticos, cada repeticdo foi constituida de
uma Unica folha por planta. Tais par@metros foram medidos em quatro horéarios. 08:00,
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10:30, 13:00 e 15:30 h. Para evitar-se que a ocorréncia de variacdes climéticas ao longo do
horario de avaliacdo af etasse a tomada dos dados, as avaliacdes nas varias repeticdes foram
realizadas de forma casualizada. As taxas de assimilagdo liquida do carbono (A), a
condutancia estomética (gs) € a razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO,
(GilCy) foram medidas em sistema aberto, sob luz e concentragdo de CO, ambientes, com
um analisador de gases a infravermelho portétil (LCA4, Anaytica Development
Company, Hoddesdon, Reino Unido).

Os parametros de fluorescéncia, no campo, foram medidos nas mesmas folhas
utilizadas para as medicdes de trocas gasosas, por meio de fluorébmetro modulado, ja
citado. Apds serem adaptados ao escuro, por 30 min, tecidos foliares foram inicialmente
expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2 nmol m?s™) para a determinacéo
da fluorescéncia inicial (Fp). Em seguida, um pulso de luz saturante, com irradiancia de
6000 mmol(fétons) m™ s e duracdo de 1 s, foi aplicado para estimar-se a fluorescéncia
méxima emitida (Fn,). Nas amostras adaptadas ao escuro, a eficiéncia méxima do FSII foi
estimada pela razéo entre as fluorescéncias variavel e maxima, F,/Fn, = (Fm-Fo)/Fm. Nas
amostras adaptadas a luz, a fluorescéncia constante (Fs), sob irradiancia natural, foi
estimada e, subsegiientemente, um pulso de luz saturante (6000 mmol (fétons) m? s*; 1 )
foi aplicado para medir-se a fluorescéncia maxima das amostras sob luz (Fn'). Com esses
pardmetros, estimou-se o rendimento quantico do transporte de elétrons através do FSl|
(F ksi1), conforme descrito por Genty et al. (1989).

Para calcular-se a taxa de transporte de elétrons (TTE), considerou-se que tanto o
FSII como o FSI absorvem quantidades iguais de luz; para a estimativa de RFA absorvida,
a absorptancia foliar foi calculada a partir da concentracéo de clorofila por unidade de area
(Evans 1993). A TTE foi estimada como:

TTE = [RFA interceptada pelafolha] x [absorptanciafoliar] X F gg; X 0,5

Em laboratério, foram avaiadas as respostas de diversos pardmetros de
fluorescéncia, em funcdo do nivel de irradidncia, tendo como objetivo observar a
capacidade de utilizac&o fotoguimica e de dissipacdo ndo-fotoquimica da energia luminosa,
sob condi¢gdes controladas. Para isso, folhas de café foram coletadas e levadas ao
laboratorio, onde foram submetidas a vérias irradiancias, utilizando-se também do

fluorébmetro modulado supracitado. Apds serem adaptados ao escuro por 30 min, tecidos
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foliares foram inicialmente expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2 nmol
m? s'), para a determinacdo de Fp. Em seguida, um pulso de luz saturante, com uma
irradiancia de 6000 mmol (fétons) m™? s e duracdo de 1 s, foi aplicado para estimar-se Fi.
Subsequentemente, as folhas foram irradiadas com luz actinica durante 300 s, as
intensidades de 150, 300, 450, 600, 900 e 1500 mmol (fétons) m? s, para a obtencéo de Fs.
Em seguida, outro pulso de luz saturante (6000 mmol (fétons) m? s™) foi aplicado, por 1 s,
para obtencdo de Fy,’'. A luz actinica foi desligada e as amostras foram irradiadas com luz
vermelho-distante, para a obtencéo da Fy adaptada a luz (Fo'). Foram estimados, entdo, a
fracdo da irradiancia ndo utilizada na fase fotoguimica nem dissipada termicamente (Pg), a
fracdo de irradiancia utilizada na fase fotoquimica do FSII (P), e a fracdo de irradiancia

dissipada termicamente (D), conforme Demming-Adams et al. (1996).

e - Atividades enziméticas

Foram determinadas as atividades de varias enzimas do sistema antioxidante:
dismutase do superéxido (SOD, EC 1.15.1.1, Giannopolitis e Ries 1977), catalase (CAT,
EC 1.11.1.6; Havir et al. 1987), peroxidase do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11; Nakano e
Asada 1981) e redutase da glutationa (GR, EC 1.6.4.2; Foyer e Haliwell 1976). Detalhes
adicionais estdo descritos em Pinheiro et al. (2004). A atividade dessas enzimas foi
expressa em unidades (U) por unidade de area. As atividades enzimaticas foram similares
quando expressas por unidade de massa. Cada U corresponde a oxidagdo de 1 mmol
ascorbato min™ para a APX, de 1 nmol H,O, min™ paraa CAT, e de 1 nmol de NADPH
min™, paraa GR. Paraa SOD, cada U corresponde & quantidade de enzima capaz de inibir
em 50% a fotorreducéo do corante azul de nitro-tetrazélio. A carboxilase/oxigenase da
ribulose-1,5-bisfosfato (Rubisco, EC 4.1.1.39) foi extraida a 4°C, em tamp&o descrito em
Geigenberger e Sttit (1993). O extrato enzimatico foi dessalinizado em coluna Sephadex
G-25. As atividades inicial e total foram medidas espectrofotometricamente, rastreando-se
aoxidacdo do NADH a 340 nm (Sharkey et. al. 1991).

f - Ascorbato e desidroascorbato
Ascorbato e desidroascorbato foram determinados pelo método de Arakawa et al.

(1981).

g - Danos celulares
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Danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, foram avaliados por
meio da peroxidacdo de lipidios, via acuimulo de aldeido maénico (MDA), conforme
Cakmak e Horst (1991), e pelo extravasamento de eletrélitos, que foi avaliado se utilizando
um condutivimetro (Biosystems LTDA, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) (Lima et al.

2002). Paratal, discos foliares foram analisados imediatamente apds a col eta.

h - Pigmentos
Clorofilas e carotendides totais foram estimados espectrofotometricamente, como
descrito em Lichtenthaler (1987).

I - Nitrogénio Total
Amostras foliares foram secas a 70°C, por 72 h. O nitrogénio organico foi
determinado conforme Jackson (1958) e o nitrogénio nitrico, segundo Cataldo et al.

(1975). A soma das duas fracfes representa o nitrogénio total.

3-RESULTADOS
a- Potencia hidrico
O potencia hidrico de antemanha foi maior que -0,25 MPa em agosto, e proximo a

0,0 MPaem dezembro e outubro (dados ndo mostrados).

b - Ambiente

A RFA incidente variou, aproximadamente, de 840 a 2100 mmol(fétons) m?s* nas
parcelas a plena exposicdo solar, e de 300 a 970 mmol(fétons) m?s* nas parcelas sob
sombra, ao longo dos horérios avaliados (Fig. 1).

Observou-se que as médias didrias de T;, independentemente dos horarios de
medico, foram menores para o café sombreado (1,4 a 2,6°C em agosto, até 4°C em
dezembro, e de 0,8 a 1,7°C em outubro (Fig. 1), com excecio as 08:00 h em outubro e as
13:00 h em dezembro, em que T; foi semelhante para as plantas em ambos tratamentos. Em
todas as épocas avdiadas, os vadores médios de de (Fig. 1) foram menores para 0 café sob
sombra, com excecdo as 08:00 h em agosto e as 13:00 h em dezembro, com vaores smilaresem
plantas de ambos tratamentos. Em dezembro, os valores médios de de foram maiores em

plantas de ambos tratamentos, quando comparadas as outras épocas (Fig. 1). Tas
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diferencas deveram-se as maiores temperaturas do ar a0 longo do dia em dezembro, quando

comparadas com as das outras épocas (dados ndo mostrados).
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Fig.1 Curso diario da radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA), da temperatura foliar (Ty) e
do déficit de pressdo de vapor entre a folha e a atmosfera (de) em plantas de café a pleno
sol (linha cheia) e sob sombra (linha tracejada), em trés épocas de avaliacdo. Diferencas
estatisticas entre médias obtidas nas trés épocas, dentro de um mesmo horario, sdo
indicadas por letras mailsculas para plantas a pleno sol, e por letras minlsculas, para
plantas sob sombra (Newman-Keuls, P [ 0,05). Asterisco (*) denota diferenca
significativa (teste t, P [0 0,05) entre as médias dos regimes de luz, dentro de um mesmo

horério e época de avaliacdo. Exceto para RFA, n = 6 + erro padréo da média (EP)

14



C - Trocas gasosas

Considerando-se cada época de avaliacdo de forma independente, observou-se que a
magnitude das trocas gasosas foi similar entre as plantas dos diferentes regimes de luz, na
maioria dos horarios de avaiagdo (Fig. 2). Contudo, os maiores valores de A e gs foram
observados nos horérios de 08:00 e 10:30 h em outubro para ambos regimes de luz; no
entanto, sob sombra, gs foi maior também em dezembro as 08:00 h (Fig. 2). Com relagdo a
razéo Ci/C, ndo se observou ateracdo entre plantas a pleno sol e sob sombra, quando
comparadas dentro de uma mesma época, bem como quando comparadas nas diferentes
épocas de avaliagdo, exceto nas plantas sob sombra, as 8:00 h, em outubro (Fig. 2). Além
disso, reducdes de gs a0 longo do dia ndo foram acompanhadas de reducdes proporcionas
em Ci/C, evidenciando, assim, que reducbes em A podem ter sido resultantes, mais
provavelmente, de limitagbes ndo-estométicas ou bioguimicas a fotossintese.
Adicionalmente, ndo foi observada diferenca na atividade inicial e total da rubisco (Fig. 3),

independentemente dos tratamentos aplicados.

d - Fluorescéncia e fotoinibicéo

A eficiéncia fotoquimica méaxima do FSII, avaliada pela razdo F./Fn, e Fo ndo
diferiram, na antemanhd, entre as plantas dos diferentes regimes de luz nos meses de
agosto e dezembro. Entretanto, em outubro, folhas do tratamento sombreado exibiram
maior F/Frn € menor Fy quando comparadas as do tratamento a pleno sol (Fig. 4). Registre-
se, ndo obstante, que os valores de F,/F,, foram superiores a 0,80 em outubro. Por outro
lado, tomando-se os dados dessa época como uma referéncia, observaram-se menores
valores de F,/F, e maiores valores de Fy nas plantas em agosto, sugerindo ocorréncia de
fotoinibicdo crénica. Ainda em agosto, o efeito dos diferentes regimes de luz sobre F,/Fn,
ao longo do dia, foi evidente apenas na medi¢do realizada as 10:30 h, em que se observou
maior valor dagquela razéo (13%) para as plantas sombreadas (Fig. 5). Foram observadas,
nos meses de dezembro e outubro, diferencas em F,/F,, quase sempre significativas, porém
de peguena magnitude, ao longo do dia, entre plantas a pleno sol e sob sombra (Fig. 5). Os
maiores valores de F foram observados em agosto, enquanto as menores médias foram
obtidas em outubro, independentemente do horério de medicdo; valores intermediérios

foram observados em dezembro (Fig. 5). Ressalte-se que, considerando-se cada época
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separadamente, verificaram-se menores valores de Fy em outubro, cujas médias foram

sempre superiores para plantas a pleno sol (Fig. 5).
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Figura 2. Curso diario da condutancia estomatica (gs), da taxa de assimilacdo liquida de
carbono (A) e darazéo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C;) em plantas
de café a pleno sol (linha cheia) e sob sombra (linha tracejada), em trés épocas de

avaliac8o. Estatisticas conforme Fig. 1

e - Pigmentos e nitrogénio total
A concentracdo de clorofila total (Fig. 6), nas plantas sob sombra, foi maior em
outubro, 57 e 28%, em relacdo a agosto e dezembro, respectivamente. Nas plantas a pleno

sol, a concentracdo de clorofila total, em outubro e dezembro, foi, em média, 43% superior
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gue em agosto. Observaram-se maiores niveis de clorofila total nas plantas a sombra em

agosto (16%) e em outubro (38%) em relacdo aos das plantas a pleno sol. A concentracéo
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Figura 3. Atividade inicia (esquerda) e total (direita) da rubisco em plantas de café a pleno
sol (colunas vazias) e sob sombra (colunas cheias), em trés épocas de avaliacdo. Nao foram
observadas quaisquer diferencas estatisticas entre as médias (n = 6 + erro padrdo da média

apresentadas (testes t e Newman-Keuls, P 1 0,05)
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Figura 4. Eficiéncia fotoguimica méxima do FSII (F./Fn) e fluorescéncia inicial (Fo), na
antemanhd, em plantas de café a pleno sol (colunas vazias) e sob sombra (colunas cheias),
em trés épocas de avaliacdo. Médias obtidas ao longo das épocas de avaliacdo
acompanhadas de diferentes letras sdo estatisticamente distintas entre si, dentro de um
mesmo regime de luz (Newman-Keuls, P [0 0,05). Asterisco (*) indica diferencas entre

regimes de luz, dentro de mesma época (testet, P [1 0,05). n =6 +EP
de carotendides totais (Fig. 6) foi 23% menor nas plantas a pleno sol em relacdo a das

plantas sob sombra em outubro, mas ndo se observou diferenca significativa nas outras

épocas. Com relacdo as épocas de avaliacdo, verificaram-se menores concentracoes de
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carotendides tanto para plantas sob sombra como para as a pleno sol em agosto, que foram

cerca de 60% menores do que em dezembro e outubro. N&o se observaram diferencas na
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Figura 5. Curso diério da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F/Fy) e da
fluorescéncia inicia (Fg) em plantas de café a pleno sol (linha cheid) e sob sombra (linha

tracejada), em trés épocas de avaliacdo. Estatisticas conforme Fig 1

razdo clorofila a/clorofila b (Fig. 6) entre plantas cultivadas a sombra ou a pleno sol.
Contudo, tal razé&o aumentou em cerca de 50%, em dezembro e outubro, em comparacéo a
agosto, independentemente dos regimes de irradiancia. A razéo clorofila total/carotendides
totais (Fig. 6), em dezembro e outubro, foi menor tanto para plantas a pleno sol (~24%)
como para plantas sob sombra (~28%), em relacdo a agosto. Entretanto, apenas em outubro
aguelarazéo foi superior (20%) para plantas sob sombra quando comparadas com plantas a
pleno sol. Por outro lado, a concentracéo foliar de nitrogénio total ndo foi afetada pelos
tratamentos aplicados, independentemente das épocas de avaiacdo. Ademais, a
concentragdo de nitrogénio foi sempre superior a 2,7% (dados ndo mostrados), valor
indicativo de que as plantas ndo sofreram deficiéncia de nitrogénio (Malavolta et al. 1993).
Assim, as menores concentracdes de clorofilas e de carotendides observadas em agosto ndo

devem ter sido associadas a diferencas na disponibilidade de nitrogénio. De fato, ndo se
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observou qualquer correlacdo entre clorofila total e contelido de nitrogénio total (r? =

0,098, P I 0,05), quando ambos foram expressosem mg g™* MS.

0,09 4
3 |
“‘J’e\ 0,06 1 o
5 [3)
2 s 27
= 0,03 o
O 11
0,00 L 1° . . oL L® A A
0,018 7
6 -
"€ 0,012 - 57
x i
2 8
~ 6 3 -
3 ]
8 0,006 5]
’——' 1 |
0,000 ° A A ol L2 ° °
agosto/2003  dezembro/2003  outubro/2004 agosto/2003  dezembr0/2003  outubr 0/2004

Figura 6. Concentracdo de clorofila total (Cl), carotendides totais (Car), razdo clorofila
alclorofila b (Cl a/Cl b) e razéo clorofila total/carotendides totais (Cl/Car), em plantas de
café a pleno sol (colunas vazias) e sob sombra (colunas cheias), em trés épocas de

avaliag8o. Estatisticas conforme Fig. 4

f - Angulo foliar, rendimento quantico de transporte de elétrons e taxa de transporte de
elétrons

Em dezembro, os angulos foliares, independentemente do regime de luz, foram
menores quando comparados com os valores obtidos em agosto e outubro. O angulo foliar
das plantas a pleno sol foi sempre maior que o das plantas sob sombra, apesar de, em
outubro, tais diferencas ndo terem sido significativas (Fig. 7). Em dezembro, o éngulo
foliar, a0 longo do dia (Fig. 7), variou, de 31 a 42° para plantas a pleno sol, e de 21 a 34°
para plantas sob sombra. Em agosto e outubro, ndo se observaram variaces diurnas no
angulo foliar, registrando-se valores médios de 63° e 44° (agosto) e 54 a 45° (outubro),
respectivamente para folhas de plantas a pleno sol e sob sombra (Fig. 7). O rendimento

guantico do transporte de elétrons (F rs) (Fig. 7) foi quase sempre menor para plantas a
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pleno sol em relacdo as sob sombra em agosto (cerca de 52%), em dezembro (48% as 8:00
h, 38% as 10:30 h e 32% as 13:00 h, mas com valores similares entre plantas sob sombra e
a pleno sol as 15:30 h) e em outubro (41% as 08:00 h, 31% as 10:30 h, com excecéo das
13:00 e 15:30 h, quando os valores foram semelhantes entre as plantas para ambos regimes
de luz). Em agosto, F g, manteve-se praticamente constante ao longo do dia, para plantas
a pleno sol e sob sombra. Entretanto, em dezembro e outubro, as plantas sob sombra
apresentaram uma queda em F g5 ao longo do dia. Ja nas plantas a pleno sol, F g pouco
ou nada variou ao longo do dia, em dezembro e outubro (Fig. 7). Entretanto, em outubro,
as 15:30 h, tanto nas plantas sob sombra quanto nas a pleno sol, F 5 aumentou em relacdo
as 13:00 h. As variagdes diurnas na taxa de transporte de elétrons (TTE) (Fig. 7)
acompanharam, em larga extensdo, as variagdes diurnas da irradiancia interceptada pela
folha, nas trés épocas avaliadas (dados ndo-mostrados). Assim, observou-se que, nas
medi¢Oes de agosto e dezembro, os valores de TTE, tanto para plantas a pleno sol quanto
para plantas sombreadas, foram menores as 08:00 h, tendo seu méximo as 10:30 h,
seguindo-se de progressiva reducéo durante a tarde (Fig. 7). Em outubro, um padrdo de
comportamento semelhante foi observado, diferindo das demais épocas apenas na medicéo
das 15:30 h, cujos valores de TTE ndo mais se reduziram em relagdo aos observados as
13:00 h (Fig. 5), para plantas de ambos regimes de luz. Considerando-se uma mesma
época, observou-se que TTE para plantas a pleno sol foi significativamente superior ao das
plantas sob sombra apenas as 08:00 h em agosto (28%), as 10:30 h em dezembro (20%), e
as 10:30 h (49%) e 13:00 h (70%) em outubro (Fig. 7). Quando se comparam plantas a
pleno sol nas diferentes épocas de avaliacdo, o valor maior de TTE as 10:30 h ocorreu em
dezembro e outubro em relacéo a agosto. Para plantas sob sombra, também nos mesmos
horérios, os maiores valores de TTE foram obtidos em dezembro, seguidos dos de agosto e

outubro.

g - Utilizacdo fotoquimica e dissipacdo ndo-fotoquimica dairradiancia actinica
Considerando-se a fracdo de energia absorvida utilizada na fase fotoquimica da
fotossintese (P), a fracdo dissipada na forma de calor (D) e a fragdo da energia ndo
utilizada na fase fotoquimica e nem dissipada como calor (Pg), observou-se que, de modo
geral, o incremento na radiagcdo resultou em incrementos em D e Pe pardeamente a
reducdes em P, sendo tal resposta similar entre plantas a pleno sol e plantas sob sombra
(Fig. 8). Nos meses de dezembro e outubro, D foi superior nas plantas a pleno sol quando
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submetidas & RFA de 300 nmol(fétons) m? s*, sendo que a diferenca mais expressiva
entre os regimes de luz foi observada na faixa de 150-600 mmol(fétons) m? s, apenas em
agosto (Fig. 8). Nessa mesma faixa de RFA e época de medicdo, observou-se reducdo
progressiva em P para ambos regimes de luz, sendo os valores de P nas plantas sob sombra
significativamente superiores agueles observados para plantas a pleno sol (Fig. 8). Vaor
superior de P foi também observado nas plantas sob sombra em outubro, a 300
mmol (fétons) m? s (Fig. 8). Folhas de plantas sob sombra exibiram maiores valores de Pg
que folhas de plantas a pleno sol em dezembro, ao aplicar-se RFA superior a 900

mmol (fétons) m? s (Fig. 8). Tendéncia similar foi observada em agosto.
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Figura 8. Variagdo na energia utilizada na fase fotoquimica da fotossintese (P), na energia

dissipada na forma de calor (D) e na energia ndo utilizada na fase fotoquimica e nem

dissipada como calor (Pg) em plantas de café a pleno sol (linha cheia) e sob sombra (linha

tracgjada), em trés épocas de avaliacdo, em funcdo da radiacdo fotossinteticamente ativa
(RFA) aplicada. Estatistica conforme Fig. 1

h - Sistema antioxidativo
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As atividades das enzimas do sistema antioxidativo sdo mostradas na Fig. 9. Pode-se
observar que a atividade da SOD foi maior tanto em plantas a pleno sol quanto sob sombra
em outubro do que em agosto (70% para pleno sol e 52% sob sombra) ou dezembro (76%
para pleno sol e 66% para sombra). Entretanto, ndo houve diferenca na atividade da SOD
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Figura 9. Atividade da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR), e concentracdo de ascorbato (ASC) e
estado redox do ascorbato em plantas de café a pleno sol (colunas vazias) e sob sombra

(colunas cheias), em trés épocas de avaliagdo. Estatisticas conforme Fig. 4

entre plantas a pleno sol e sob sombra nas épocas avaliadas. A atividade da CAT foi maior
em plantas de ambos regimes de luz em dezembro e outubro (~70%), comparando-se a
agosto. Contudo, ndo houve diferenca na atividade da CAT entre as plantas de ambos
regimes de luz dentro das épocas avaliadas. Em comparacdo a outubro, a atividade da APX
foi menor para plantas de ambos tratamentos em agosto (~ 82%) e dezembro (~55%), mas
ndo foi observada diferenca entre as plantas de ambos tratamentos dentro das épocas. Para
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GR, nédo foi verificada qualquer diferenca na atividade entre as plantas a pleno sol ou sob
sombra nas épocas de avaliacdo, bem como entre as épocas de avaliacao.
Independentemente dos regimes de luz, a concentragdo de ascorbato foi maior
(~60%) em agosto e em outubro em relacdo a dezembro. Nas plantas a pleno sol,
observaram-se incrementos, em relacdo as plantas sob sombra, na concentracdo de
ascorbato, em agosto e outubro, mas apenas no primeiro tais diferencas foram
significativas (Fig. 9). Contudo, ndo se observou diferenca no estado redox do ascorbato

entre as épocas bem como entre os tratamentos dentro das épocas (Fig. 9).

I - Danos celulares

Em dezembro, a concentracéo de aldeido malénico (MDA) (Fig. 10) foi menor nas
plantas sob sombra (20%) e a pleno sol (14%) quando comparada com os dados obtidos
em agosto e outubro, cujos valores foram similares, independentemente do regime de luz.
As plantas a pleno sol, em agosto, apresentaram maior extravasamento de el etrélitos (25%)
(Fig. 10) em relagdo a dezembro, mas sem diferengca em comparagdo a outubro. Nas
plantas sob sombra, observou-se maior extravasamento em agosto e outubro, que foi, em
média, 17% maior do que em dezembro. Contudo, a concentracdo de MDA e o

extravasamento de eletrdlitos (Fig. 10) ndo foram influenciados pelos regimes de luz
aplicados.
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Figura 10. Concentracéo de aldeido maldnico (MDA) e extravasamento de el etrélitos em
plantas de café a pleno sol (colunas vazias) e sob sombra (colunas cheias), em trés épocas
de avaliacdo. Estatisticas conforme Fig. 4

4 - DISCUSSAO

24



O cafeeiro tem sido caracterizado por apresentar baixas taxas de assimilacéo liquida
do carbono (A), mesmo sob condi¢bes Gtimas de cultivo (Silva et al. 2004), e os resultados
aqui apresentados corroboram esse registro. Os mecanismos que explicariam os baixos
valores de A, em café, ndo sdo bem conhecidos, mas uma alta resisténcia mesofilica a
difusdo do CO,, desde as cavidades subestomaticas até os sitios de carboxilacdo, parece ter
um papel preponderante nessa resposta (DaMatta et al. 2001, Silva et al. 2004). Em todo o
caso, conforme sumariam DaMatta (2004a,b), muitos trabalhos indicam que a fotossintese
pode ocorrer a maiores taxas quando o café é cultivado sob sombra; todavia, conforme
assinala 0 mesmo autor, na maioria dos trabalhos mostrando maior A a sombra que a pleno
sol, menor gs de folhas expostas parece largamente explicar esse padréo. Neste trabal ho,
ndo se pbde, contudo, observar diferencas concretas de taxas de fotossintese entre plantas
cultivadas a sombra ou a plena exposicdo solar. De modo geral, as taxas de fotossintese
foram muito baixas, fato ndo necessariamente associado a baixa gs, conforme discutido a
frente.

Em agosto, época relativamente seca e fria, apesar de T; e de situarem-se numa faixa
presumivelmente mais adequada para o funcionamento normal do aparelho fotossintético,
as taxas de fotossintese foram extremamente baixas ao longo do dia, mesmo ndo se
observando déficits hidricos internos severos, a julgar-se pelos valores relativamente
elevados de Y ;m. Mesmo em dezembro ou outubro, quando se esperariam taxas maiores de
crescimento e de fotossintese, os valores de A foram, de modo geral, baixos e bem
inferiores aos valores maximos ja relatados para café cultivado em condigdes de campo
(~12 nmol m? s%), conforme mostrado por Silva et al. (2004). Estas informagdes
pressupdem a ocorréncia de limitagbes a fotossintese, que podem ser de natureza
estomdtica e/ou ndo-estomatica. No entanto, neste trabalho, em muitas situacfes, as
variagdes em gs ndo foram acompanhadas efetivamente por alteragdes proporcionais na
razéo Ci/C,, indicativo de que limitacbes ndo-estomaticas tenham sido preponderantes na
reducdo de A (DaMatta 2003). Por exemplo, em outubro, no periodo da tarde, observaram-
se mesmo incrementos naguela razéo, ainda que A e gs se reduzissem marcantemente.
Ademais, incrementos potenciais na respiracdo mitocondrial e na fotorrespiracéo, na
medida em gue T; aumenta, elevaria a razdo Ci/C,, acarretando, portanto, decréscimos em
gs € na carboxilacéo (Jifon e Syvertsen 2003). De fato, independentemente dos tratamentos
aplicados e épocas de avaliacdo, as atividades inicial e total da rubisco (esta, ensaiada sob
condigbes Otimas) foram muito baixas, evidenciando limitacbes da capacidade
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carboxilativa. Contudo, limitacfes in vivo a capacidade de carboxilagdo ndo devem estar
associadas a redugdes em TTE, visto que A foi reduzida em maior extensdo que aguele
parametro, donde pode-se inferir que potenciais fotodanos ou fotoinibicdo ao FSII ndo
explicariam as limitagdes observadas na fotossintese liquida. Adicionalmente, em agosto, a
ocorréncia de temperaturas noturnas relativamente baixas associadas a taxas de
crescimento negligenciavels devem ter contribuido para ocorréncia de limitacdes
biogquimicas e biofisicas a fotossintese, conforme proposto por Bauer et al. (1985) e Silva
et al. (2004).

Cumpre ressaltar que, apesar de a estimativa de C; ser sujeita a uma série de erros
potenciais, especialmente quando gs € baixa, parece razodvel admitir-se que, devido a
natureza homobérica das folhas do café, ndo se tenha sobrestimado arazéo Ci/C, (DaMatta
2003), sugerindo que, de fato, limitagdes ndo-estomaticas foram, na maioria das vezes, de
fundamental importancia nalimitacéo da fotossintese.

Os vaores de irradiancia de saturacdo, para folhas isoladas do café, séo
normal mente baixos, entre 300-600 nmol (fétons) m? s, com plantas cultivadas & sombra,
ou folhas mais internas da copa, mostrando os menores valores (Kumar e Tieszen 1980).
Neste trabalho, as folhas amostradas das plantas a sombra interceptaram, em pelo menos

um horédrio, RFA superiores a 600 mmol(fétons) m? s*

, a excecdo de outubro.
Concomitantemente, estes resultados podem explicar o0 comportamento similar de folhas
de plantas a sombra e a pleno sol, na medida em que se incrementou a irradiancia actinica.
Observaram-se decréscimos mais expressivos em P em paralelo a aumentos igualmente
expressivos em D e Pg a irradiancias superiores a 600 nmol (fétons) m? s*. De qualquer
modo, estes dados sugerem, pelo menos em condigbes de curta exposicdo a altas
irradiancias, que a capacidade de utilizacgo fotoquimica pode ser menor que a capacidade
de dissipacdo térmica, acarretando, por conseguinte, um aumento em Pg, fato que poderia
levar a formac&o de danos fotooxidativos. Resta investigar a tendéncia de menores valores
de P sob irradiancias potencialmente fotoinibitorias, conforme observadas nas folhas de
plantas a pleno sol em dezembro e em agosto.

Em dezembro e em outubro, os valores de F,/F,, na antemanh& estiveram dentro de
uma faixa étima (0,80-0,83) relatada por Bjorkman e Demmig (1987). Ao longo do dia,
nessas épocas, ndo foram observados valores de F,/Fy, inferiores a 0,75, mesmo nas plantas
apleno sol. Por conseguinte, potenciais decréscimos narazéo F,/F,, devem ser atribuidos a
mecanismos de fotoprotecdo, i.e., fotoinibicdo dinamica (Demmig-Adams e Adams 1992,
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Lambers et al. 1998). Por outro lado, em agosto, foram observados, sistematicamente,
menores valores de F,/F,, associados com maiores vaores de Fy, mesmo na antemanh3,
independentemente dos tratamentos aplicados. Estes resultados indicam ocorréncia de uma
discreta fotoinibigao cronica, na medida em que ndo se observou recuperacdo da eficiéncia
fotoquimica do FSII apds o periodo noturno. Resultados semelhantes foram relatados por
DaMatta et al. (1997) para plantas de café jovens cultivadas em vasos. Reducbes
persistentes na eficiéncia do FSII tém sido atribuidas a retencdo de componentes
desepoxidados do ciclo das xantofilas (zeaxantina e anteraxanting), oS quais poderiam
participar ativamente na dissipagéo de energia de excitacdo e, desse modo, proteger o FSI|
de sobre-excitacdo e fotodanos (Gilmore 1997). Segundo Garcia-Plazaola et al. (1999),
essa resposta ndo seria restrita a condicbes extremas de inverno, mas poderia ser
provavelmente uma resposta geral de arvores sempre-verdes mesmo em regides com
INnvernos amenos, como seria 0 da regido de Vicosa. Conforme Demmig-Adams e Adams
(1992), retencdo noturna de altos nivels de zeaxantina pode ocorrer mesmo em plantas
aclimatadas a temperaturas noturnas relativamente baixas (0-12°C). Alternativamente,
reducbes sustentadas de F,/F,, podem também resultar de acimulo de centros de reacéo
ndo-funcionais do FSII e de fotoinativacdo parcial do FSII (Niyogi 1999). Esses ultimos
processos também conduzem a dissipacdo do excesso de fétons como calor, mas, em
Ultima andlise, resultariam em fotodanos apds exposicdo prolongada dos tecidos foliares a
irradiancias excessivas (Long et al. 1994). Nas condicdes de agosto, as taxas
fotossintéticas extremamente baixas, quer em plantas ao sol ou a sombra, favorecem a
hipétese de que a fotoinibicdo esteve mais associada com fotodano do que com
fotoprotecdo ao aparelho fotossintético. Registre-se, contudo, que, apesar de se observarem
danos celulares, caracterizados por aumentos discretos no extravasamento de eletrolitos e
peroxidacdo de lipideos, eles foram de pequena magnitude, quando se compararam 0s
valores daquel es parametros com os obtidos em dezembro.

As plantas podem apresentar diversos meios para se defender contra irradiancias
potencialmente fotoinibitdrias. A reducdo da absorcdo da energia radiante, via decréscimos
na concentracdo de clorofilas, aumentos do angulo de inclinagdo foliar e maior reflectancia
da folha, podem ter impactos profundos na fotoprotecdo das plantas (Bjorkman e
Demming-Adams 1995). Neste trabalho, observaram-se maiores angulos de inclinacéo das
folhas de plantas a pleno sol que daquelas de plantas & sombra. Isso deve acarretar,
proporcionalmente, menor interceptacdo do fluxo de energia radiante por unidade de area

foliar incidente nas plantas a pleno sol, especiamente nas horas em que a elevacdo solar €
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maior, concorrendo, adicionalmente, para reduzir o sobreaguecimento da folha (Falster e
Westoby 2003). De qualquer modo, apenas em dezembro foram observadas variagoes na
inclinagdo foliar ao longo do dia, independentemente da irradiancia de crescimento. Em
eucalipto, por exemplo, o angulo azimutal e de inclinagcdo da folha sdo determinados pela
disponibilidade e direcionalidade da luz durante o crescimento (James e Bell 2000). Os
presentes resultados ndo permitem inferir se resposta semelhante ocorre com o cafeeiro,
mas é possivel que a maturacdo e esclerificacdo da folha evitem alteragdes expressivas
adicionais na orientacdo foliar. 1sso explicaria o porqué de as folhas amostradas em
outubro (provavelmente expandidas em periodo mais seco e frio), quando as taxas de
fotossintese foram relativamente mais elevadas, tivessem angulos de inclinacéo
substanciamente maiores que as folhas amostradas em dezembro. A incapacidade de
alteracdo do angulo foliar ao longo do dia poderia ser uma desvantagem para as plantas,
uma vez que menor seria a capacidade de interceptacdo de luz quando esta estd em menor
intensidade (Falster e Westoby 2003). De qualquer modo, além da menor interceptacéo da
irradiancia, a menor concentracdo de clorofilas deve ter concorrido para reduzir a
absorptancia foliar e, pois, reduzir a quantidade total de energia efetivamente absorvida
pel os fotossistemas, particularmente nas plantas sob plena exposi¢éo solar.

Nas plantas a pleno sol, a maior reducdo proporciona da absor¢cédo da energia
radiante foi acompanhada, geralmente, por menor F gg;. Decréscimos em F g estdo quase
sempre associados a aumento da dissipacdo ndo-fotoquimica da energia absorvida
(Demmig-Adams et al. 1996), e os resultados obtidos a partir das curvas de resposta a
irradiancia parecem confirmar isso. Concomitantemente, tais condigdes acarretaram fortes
reducbes em TTE das plantas expostas a pleno sol, de maneira tal que, geralmente, houve
diferencas relativamente pequenas na capacidade de transporte de elétrons entre tais
plantas e aquelas a sombra. Conseglientemente, a magnitude da geracéo de poder redutor e
ATP n&o deve ter sido muito diferente entre as plantas dos dois regimes de luz. Desde que
as taxas de assimilagdo do carbono, processo considerado como o principal dreno de
energia nos cloroplastos, pouco diferiu entre folhas de plantas a pleno sol e plantas sob
sombra, espera-se, por conseguinte, que o nivel de energia de excitacdo nos fotossistemas
devatambém ter sido semelhante entre essas plantas, ha maioria das amostragens.

Em virtude do desequilibrio entre absorcdo e utilizacdo da energia radiante (A foi
reduzida em extensdo maior que TTE), presume-se que tenha ocorrido um excesso de
poder redutor. A fim de evitar-se a formagdo de ERO'’s, que levaria a ocorréncia de
estresse oxidativo no FSI e, em Ultima instancia, dano ao aparelho fotossintético, aguele
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excesso deve ser dissipado, e.g., via reacdo de Mehler, fotorrespiracdo, ou via outros
processos em que o NADPH é consumido (Asada 1999, Ort e Baker 2002). N&o obstante,
em agosto, observou-se, de modo geral, menor atividade das enzimas antioxidantes, apesar
da ocorréncia de fotoinibicdo cronica associada a muitas horas de insolacéo naquela época.
Possivelmente, a reducéo aparente da atividade do FSII e fotoinativagdo seja aumentada
sob temperaturas noturnas mais baixas, na medida em que a sintese protéica é reduzida. De
qualquer modo, mais estudos sdo necessarios a fim de prover-se um quadro mais claro
sobre o0 padréo de comportamento das enzimas antioxidantes na época mais fria. Por outro
lado, nas outras épocas avaliadas, a alta atividade da CAT pode estar relacionada a maior
producdo de H,O, nos peroxissomos, devido a um provavel aumento na taxa de
fotorrespiragcdo (Ort e Baker 2002). Ndo esté claro, todavia, porque as atividades da SOD e
da APX, assim como os niveis de ascorbato, foram substanciamente menores em
dezembro em relacdo a outubro. Uma possivel explicagdo poderia envolver um menor
nimero de horas de insolacdo em dezembro que em outubro e, portanto, menor pressio de
excitacdo naguela época. Nesse caso, um sistema antioxidante mais robusto seria de
especial interesse, permitindo uma dissipacéo mais eficaz daradiagdo excessiva.

O ascorbato é requerido tanto para eliminar diferentes ERO’s, como 0 oxigénio
singleto, radicais superoxido e hidroxil, como também atuar como agente redutor no
processo de desepoxidacdo da violaxantina a anteraxantina e zeaxantina (Asada 1999). A
tendéncia de maiores niveis de ascorbato reduzido, conforme observado nas plantas a
pleno sol em agosto e outubro, pode, portanto, ter contribuido para aumentar a capacidade
antioxidante dessas plantas em relacdo a das plantas sob sombra. De acordo com Wise e
Naylor (1987), a manutencdo do estoque de ascorbato auxiliaria grandemente as plantas a
protegerem-se contra estresse oxidativo, e pode ser considerada como um indicador
fisiologico de um sistema de defesa eficiente contra danos oxidativos. Os niveis de outros
antioxidantes importantes, como o a-tocoferol (nd& mensurado neste trabalho), séo
usualmente maiores em plantas a pleno sol que sob sombra (Garcia-Plazaola 1999).
Conjuntamente, esses compostos poderiam auxiliar um possivel aumento da capacidade de
dissipacdo de excessos potenciais de energia de excitacdo nas plantas sob completa
exposicdo solar. Ta condicéo explicaria, em parte, porque essas plantas puderam evitar,
em comparacdo com plantas a sombra, a ocorréncia de danos oxidativos, particularmente
nas situacdes em que sua capacidade de transporte de elétrons foi mantida em niveis

superiores aos das plantas sob sombra.
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De modo geral, as plantas aclimataram-se a plena exposicéo solar via decréscimos
na concentracdo de clorofilas totais, apesar de ndo haver diferencas na razéo clorofila a/
clorofila b entre plantas ao sol e plantas a sombra. 1sso sugere que €elas investem a mesma
quantidade de N nos complexos coletores de luz (Lambers et al. 1998), a despeito das
diferencas na intensidade da radiacéo interceptada. Ademais, houve pegquena ou nenhuma
alteracdo na razéo clorofilas/carotendides entre plantas ao sol e sob sombra, quando o
padréo esperado de resposta seria um decréscimo relativo nessa razdo nas plantas a plena
exposicéo solar, de modo a permitir-lhes um aumento na capacidade de dissipacdo da
energia de excitagéo, principal mente via operagao do ciclo das xantofilas (Demmig-Adams
e Adams 1992, Lambers et al. 1998). De qualquer modo, a reducdo marcante na
concentracdo de clorofilas observada em agosto, devido, principalmente, a uma perda de
clorofila a (n& mostrado), levou a uma forte queda na razéo clorofila a/clorofila b, o que
poderia indicar presenca de menos sitios de ligagdo para xantofilas (Martinez-Ferri et al.
2004). A reducdo na concentracao de clorofilas e em particular de carotendides, em agosto,
suporta a hip6tese de que, durante o estresse fotooxidativo, antioxidantes hidrofilicos e
xantofilas seriam moléculas-alvo primérias (Wise e Naylor 1987). Ressalte-se que alguns
autores tém sugerido gque reducfes na concentracdo de clorofilas podem estar associadas a
processos fotooxidativos (e.g., Krause 1988), enquanto outros relacionam tais reducoes
com alteracOes na organizacdo dos fotossistemas, de modo a servir como um mecanismo
fotoprotetor (e.g., Elvira et al. 1998, Ottander et al. 1995). Neste trabalho, a reducdo dos
nivels de clorofila associada com a manutencdo do estoque de ascorbato poderiam,
portanto, fazer parte de um mecanismo para prevenir uma fotodestruicdo severa do

cloroplasto induzida pelas temperaturas noturnas rel ativamente baixas.

5 - Conclusdes

Em sintese, os resultados sugerem que o cafeeiro, além de poder aterar a absorcéo
da energia radiante, pode também dissipar satisfatoriamente, por vias térmicas ou ndo-
fotoquimicas, 0 excesso da energia absorvida, ainda que as taxas de fotossintese sejam
consideravelmente baixas. As diferencas relativamente pegquenas na magnitude das trocas
gasosas, da concentracdo de pigmentos fotossintéticos, da fotoinibicdo e da capacidade
antioxidante, aliadas a ocorréncia de danos celulares discretos e em extensdo muito similar
entre folhas de plantas a pleno sol e sob sombra, sugere que o cafeeiro pode responder
plasticamente as variacbes da irradiancia. Estes resultados corroboram a assercdo de
DaMatta (2004a,b) e DaMatta e Rena (2002) de que o cafeeiro € uma planta facultativa de
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sombra, ou, alternativamente, uma espécie com plasticidade relativamente elevada de seu
aparelho fotossintético as variaces da irradiancia. Por fim, os resultados aqui apresentados
indicam que o sombreamento resultaria em pouca fotoprotecdo adicional as folhas mais
expostas, tampouco contribuiria decisivamente para maximizar as trocas gasosas dessas
folhas, mas poderia limitar grandemente a fotossintese da folhagem mais interna, em
funcdo da menor disponibilidade de luz. I1sso parece explicar, em boa extensdo, o0 porqué
de o sombreamento resultar em redugdes na produtividade de cafezais, pelo menos em
regides com caracteristicas climéticas proximas as 6timas para a cafeicultura (DaMatta

2004a), como parecem ser as daregido de Vicosa
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