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RESUMO

BATISTA, Karine Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2008. Variagdes diurnas da fotossintese e efeitos do anelamento de ramos
sobre a fotossintese e o metabolismo do carbono em café arabica.
Orientador: Fabio Murilo DaMatta. Co-orientadores: Marcelo Ehlers Loureiro
e Marilia Contim Ventrella

O presente estudo foi conduzido procurando-se analisar (i) as varia¢des diurnas da
fotossintese numa condi¢ao de baixa demanda evaporativa e (ii) as relagdes entre
A e o metabolismo do carbono em ramos experimentalmente manipulados, via
anelamento. Foram conduzidos dois experimentos isoladamente e analisados
como tal. Em ambos, plantas de café arabica (Coffea arabica L.) foram cultivadas
em vasos de doze litros, por aproximadamente oito meses, quando, entdo, foram
avaliadas as trocas gasosas (usando-se de um analisador de gases a
infravermelho), a taxa de fixacdo de *CO, e a parti¢do de ['*C]-assimilados entre
as principais rotas biossintéticas associadas a fotossintese; adicionalmente, foi
coletado material foliar para analises bioquimicas posteriores. No primeiro
experimento, as plantas foram cultivadas em uma casa de vegetacdo sob
condi¢gdes semi-controladas, com valores diurnos do déficit de pressdo de vapor
(DPV) variando de 1,0 a 1,6 kPa. Houve uma redugdao (20%) da taxa de
fotossintese liquida (A) em paralelo a um decréscimo (35%) na condutancia
estomatica (gs), as 16:00 h, em comparacdo com os valores dessas varidveis
obtidos as 08:00 e 12:00 h. As pequenas flutuagdes diurnas de A parecem ter sido
resultantes da manuten¢ao artificial do DPV em niveis relativamente baixos. As
correlagcdes simples e candnicas sugeriram que ndo houve retroinibi¢do da
fotossintese, fato suportado pela auséncia de variagdes diurnas nas concentragoes
de carboidratos e aminoacidos e pela constancia da taxa de absorcao de 14C02 eda
particio de ['*C]-assimilados, ao longo do dia. Em adigdo, nio se observou
aumento na atividade da AGPase, tampouco decréscimo nas atividades inicial e
total e no estado de ativacao da Rubisco ao final da tarde. Com efeito, as variacdes
diurnas em A foram largamente explicaveis por limitacdes difusivas a
fotossintese. No segundo experimento, as trocas gasosas foram analisadas ao
longo de onze dias apds o anelamento dos ramos, as 08:00 h, observando-se um

acentuado decréscimo em A e, principalmente, em gs. Nos ramos anelados, os
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teores de amido aumentaram 271% e 203%, respectivamente, no quarto € no
décimo dias apds o anelamento, enquanto a razao hexoses:aminoacidos aumentou
no décimo dia apdés a implantagdo dos tratamentos, em relacdo aos ramos-
controle. Os teores dos demais carboidratos e dos aminoacidos mantiveram-se
inalterados. As atividades inicial e total e o estado de ativagao da Rubisco, bem
como a atividade da AGPase, ndo foram alteradas com o anelamento.
Adicionalmente, a capacidade fotossintética potencial ndo variou, em resposta ao
anelamento, provendo, por conseguinte, forte evidéncia de que as variagcdes em A
foram pouco afetadas por limitagdes bioquimicas & maquinaria fotossintética. Os
decréscimos em A foram explicados principalmente por alteragdes em gs € ndo por
alteracdes no metabolismo do carbono, conforme sugere a analise de correlacdes
canonicas. Conclui-se, pois, que as variagdes nas trocas gasosas ao longo do dia,
bem como as variagdes entre folhas de ramos anelados ¢ ndao anelados, em cafg,
foram decorrentes meramente de limitagdes difusivas, e ndo de possiveis

alteracdes no metabolismo do carbono.
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ABSTRACT

BATISTA, Karine Dias, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2006.
Diurnal changes in photosynthesis and effects of branch girdling on
photosynthesis and carbon metabolism in arabica coffee Adviser: Fabio
Murilo DaMatta. Co-Advisers: Marcelo Ehlers Loureiro and Marilia Contim
Ventrella

This study was carried out in order to examine (i) the diurnal changes in

photosynthesis rates under low atmospheric evaporative demand, and (ii) the

relationship between the rate of net photosynthesis (A) and carbon (C) metabolism
in experimentally-manipulated branches through girdling. Two experiments were
separately conducted and so analyzed. In both experiments, plants of arabica
coffee (Coffea arabica L.) were grown in 12-L pots during approximately eight
months. Then, gas exchanges (measured using an infrared gas analyzer), the rate
of uptake of '*CO, and the partitioning of the recently fixed '*C through the major
photosynthetic routes were analyzed; leaf material was also harvested for
biochemical assays. In Experiment I, plants were grown in a greenhouse under
semi-controlled conditions (diurnal values of vapor pressure deficit, VPD, ranging
from 1.0 to 1.6 kPa). There was a decrease (20%) in A paralleling a reduction

(35%) in stomatal conductance (gs) at 16:00 h as compared with the values of

these traits obtained at 08:00 and 12:00 h. The narrow diurnal fluctuations in A

were apparently coupled with the maintenance of low VPD throughout the day.

Simple and canonical correlations evidenced a lack of feedback inhibition to

photosynthesis, a fact further supported by the (i) lack of diurnal changes in

carbohydrate and amino acid levels and (ii) unchanging rate of "co, uptake and
the partitioning of the recently fixed '*C during the day. In addition, the activity of

ADP-glucose pyrophosphorylase and the initial and total activities of Rubisco (as

well as its activation state) did not change during the day. In fact, diurnal

variations in A were largely explained by diffusive limitations. In Experiment II,

gas exchange was measured at 08:00 h during 11 days in girdled and non-girdled

(control) branches. There was a remarkable decrease in A and especially in gs. In

girdled branches, starch levels increased by 271% and 203%, respectively at the

4th and 10th days after applying the treatments. The hexose-to-amino acid ratio



increased in girdled branches at the 10th day of girdling, but the concentrations of
other soluble sugars and amino acids did no change in response to the treatments,
as also did the activity of ADP-glucose pyrophosphorylase and the initial and total
activities of Rubisco. Moreover, the potential photosynthetic capacity also
remained unchanged after girdling, suggesting that changes in A were marginally
affected, if so, by biochemical constraints to the photosynthetic machinery. As in
Experiment I, changes in A were largely explained by diffusive limitations. In
summary, it is proposed that diurnal oscillations in A during the day, as well as
between leaves from girdled and non-girdled branches were merely a consequence

from diffusive, rather than from biochemical, limitations to photosynthesis.
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1- INTRODUCAO

Inibi¢des nao difusivas da fotossintese, durante o dia, t€ém sido atribuidas a
retroinibi¢do associada ao acumulo de carboidratos (Stitt, 1994). A regulacdo da
fotossintese por meio desse processo pode ocorrer, principalmente, via diversas
rotas de sintese dos produtos finais em plantas, sendo as rotas da biossintese da
sacarose, do amido e dos aminoacidos as principais (Paul & Pellny, 2003). A
aclimatacdo direta da fotossintese, em resposta ao acumulo de produtos finais ¢
uma resposta de curto prazo, que ocorre por meio da alteracdo do conteudo de
varios metabdlitos (ribulose-1,5-bisfosfato - RuBP, 3-fosfoglicerato - 3-PGA,
ATP, ADP) e/ou da regulacdio e da atividade de enzimas-chave (sintase da
sacarose fosfato - SPS, fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato - FBPase,
pirofosforilase da ADP-glicose - AGPase) do metabolismo do carbono (Stitt,
1991). Resumidamente, a baixa taxa da sintese dos produtos finais ¢ tida como
uma conseqiliéncia da reducdo das atividades da SPS, FBPase e Rubisco, da
concentragdo de Pi, da razio ATP/ADP e do aumento no conteudo de 3-PGA
(Stitt, 1991; Stitt & Krapp, 1999).

A relagdo entre a taxa de assimilacdo liquida do carbono (A) e o acimulo
de carboidratos tem sido freqlientemente avaliada valendo-se de experimentos em
que a razao fonte:dreno ¢ manipulada. A influéncia da atividade do dreno sobre a
fotossintese e a particdo do carbono tem sido relatada em diferentes espécies,
como citrus (Iglesias et al., 2002; Rivas et al., 2007), manga (Urban et al., 2004),
café (Franck et al., 2006) e péssego (Li et al., 2007; Duan et al., 2008). Com uma
menor atividade do dreno, o acimulo de produtos finais nas folhas-fonte ¢ tido
como a principal causa para o decréscimo de A (Paul & Pellny, 2003). Sugere-se
que um actimulo de amido poderia formar grandes graos que, por sua vez,
danificariam os cloroplastos ou dificultariam a difusdo do CO; para os sitios de
carboxilacdo (Nafziger & Koller, 1976), enquanto um acimulo de agucares
soluveis poderia inibir a expressdo de genes ligados a fotossintese (Sheen, 1990).
Entretanto, se de fato A decresce por meio do mecanismo de retroinibi¢cdo, as
atividades das principais enzimas do metabolismo do carbono, mencionadas
anteriormente, € A, deveriam diminuir em paralelo a um acimulo de carboidratos,

quando a for¢a do dreno diminui. Porém, isso nem sempre ¢ observado (Li et al.,



2007). Como alternativa a retroinibicdo, ¢ possivel que, quando A decresce em
fungdo de uma menor for¢ca do dreno, ocorra um fechamento estomatico em
resposta a mudancga na concentragao interna de CO, (Wiinsche et al., 2005). Como
conseqiiéncia, a temperatura foliar pode exceder a temperatura Otima para a
fotossintese e, em Ultima instancia, isso pode se traduzir em danos potenciais ao
fotossistema II e decréscimos adicionais a taxa fotossintética (Li et al., 2007;
Duan et al., 2008).

O café ¢ a mercadoria mais importante do comércio mundial de produtos
agropecuarios, representando uma fonte de renda importante para varios paises da
América Latina, Africa e Asia (DaMatta, 2004a). Dentre cerca de 100 espécies do
género Coffea, C. arabica L. (café arabica) ¢ C. canephora Pierre (café robusta)
sdo as uUnicas espécies de valor econdmico no mundo. Hoje, o café ardbica
responde por, aproximadamente, 65% do café produzido em todo mundo, e o café
Robusta, por 35%. O Brasil ¢ o maior produtor mundial de café, e contribuiu com
32% da producdo global desse produto em 2005/2006. Semelhantemente a
maioria das espécies lenhosas tropicais cultivadas originarias de ambientes
sombreados, o café¢ exibe baixas taxas de A (DaMatta, 2003), mesmo sob
condi¢des otimas de cultivo (Silva et al., 2004). Os valores maximos de A
registrados em C. arabica situam-se na faixa de 7 a 12 pmol CO, m™ s
Entretanto, esses valores, mais freqlientemente, concentram-se em torno de 4 a 5
umol CO, m™ s (Rena et al., 1994), conforme observado por vérios autores
(Ronchi et al., 2006; Aragjo et al., 2008; Chaves et al., 2008; DaMatta et al.,
2008;). A eficiéncia fotossintética do cafeeiro ¢ muito baixa, mesmo em relagdo a
da maioria das plantas lenhosas (Cannell, 1985). Por outro lado, a capacidade
fotossintética maxima, determinada sob luz ¢ CO, saturantes, alcanca valores da
ordem de 30 a 40 pmol O, m™ s (DaMatta et al., 2001). Pouco se sabe sobre 0s
mecanismos que explicariam a magnitude de A do cafeeiro; em adi¢cdo aos baixos
valores intrinsecos de s, sugere-se também que uma baixa condutincia mesofilica
(gm) a0 CO; na fase gasosa (desde a cdmara subestomatica até a parede celular das
células do mesofilo), ou mesmo na fase liquida (desde a parede celular das células
do mesofilo até os sitios de carboxilagdao no estroma dos cloroplastos), teria papel
preponderante nessa resposta (DaMatta et al., 2001; Patakas et al., 2003; Silva et
al., 2004).



Em varios estudos conduzidos em Vigosa, com café, (Araujo et al., 2008;
Chaves et al., 2008; DaMatta et al., 2008), os decréscimos em A, a tarde,
ocorreram em paralelo a reducdes substanciais em gs. Nesses estudos, os valores
de g foram negligenciaveis a tarde, fato provavelmente associado ao incremento,
ao longo do dia, do déficit de pressdo de vapor (DPV) e da temperatura foliar que,
em condic¢des de campo, atinge facilmente valores da ordem de 40°C, ou mesmo
superiores. Observacoes similares tém sido relatadas em outros experimentos com
café (e.g., Barros et al., 1997; Gutiérrez et al., 1994; Gutiérrez & Meinzer, 1994;
DaMatta, 2004 b,c). Em func¢ao da alta sensibilidade do estomato do café ao DPV,
tem-se proposto, pois, que os decréscimos de g, a tarde, largamente explicaram as
flutuacdes diurnas de A (DaMatta 2004 b, c). Registre-se que, nos estudos
realizados em Vigosa, os decréscimos em A, a tarde, ndo foram associados a
fotoinibi¢do da fotossintese e tampouco a retroinibicdo metabolica derivada do
acimulo de produtos finais desse processo (Aratjo et al., 2008; Chaves et al.,
2008; DaMatta et al., 2008). Por outro lado, em outros estudos conduzidos em
regides cafeeiras distintas, como em Sao Paulo (sudeste do Brasil) e na Costa
Rica, tem-se atribuido a fotoinibi¢ao (Frank et al., 2006; Ronquim et al., 2006) ou
a retroinibi¢do associada a um acumulo de carboidratos (Franck et al., 2006) como
sendo as possiveis causas diretas envolvidas nas oscilagdes diurnas de A.

Em caf€ arabica, a atividade do dreno e a capacidade da fonte parecem ser
intimamente relacionadas. Cannell (1971) observou, em cafeeiros cujas flores
foram totalmente removidas (queda na atividade do dreno), um decréscimo de
30% em A, enquanto Vaast et al. (2005) mostraram que A foi 60% menor em
folhas de ramos anelados e desfrutificados, em relagdao a ramos anelados com alta
carga de frutos. A reducdo de A com o aumento da razdo fonte:dreno tem sido
circunstancialmente explicada pela retroinibigdo da fotossintese associada ao
acumulo da produtos finais. Todavia, diferentes respostas t€ém sido relatadas,
nesse contexto. Por exemplo, DaMatta et al. (1997) verificaram uma associagdo
negativa entre o acimulo de amido e A, em folhas de cafeeiros cultivados em
vasos, enquanto Franck et al. (2006) observaram uma correlagcdo negativa entre A
e a concentragdo de agucares soluveis. Em adicao, esses autores, baseando-se em
experimentos com suplementacdo de sacarose, concluiram que a queda em A foi
decorrente do acumulo de sacarose no floema das folhas-fonte. Por outro lado,

Ronchi et al. (2006), trabalhando com plantas de café com diferentes razdes



fonte:dreno, demonstraram que A ndo se correlacionou com as concentragdes de
amido, sacarose ou hexoses, mas correlacionou-se negativamente com a razao
hexoses:aminoacidos. Por sua vez, DaMatta et al. (2008) evidenciaram que o
decréscimo de A, com o aumento da razdo area foliar:fruto (aumento da razao
fonte:dreno), foi largamente dissociado de retroinibi¢do da fotossintese, uma vez
que ndo houve acumulo de carboidratos e tampouco alteragdes nas atividades de
enzimas-chave associadas ao metabolismo do carbono. Contudo, as variagdes em
A foram largamente explicadas pelas variagdes em gs.

O presente estudo foi conduzido tendo-se em mente dois objetivos
principais: (i) analisar as variagdes diurnas da fotossintese numa condi¢do de
baixa demanda evaporativa — nesse caso, as varia¢des diurnas de gs devem ser
minimizadas, e a retroinibicio da fotossintese, se ocorrente, deve ser
potencializada, em fun¢do das maiores taxas de A associadas a menores limitagdes
difusivas; e (ii) avaliar as relagdes entre A e o metabolismo do carbono em ramos
experimentalmente manipulados, via anelamento; condi¢ao em que se espera uma
elevacao dos niveis de carboidratos nas folhas-fonte e, por extensao, retroinibi¢ao

do processo fotossintético.

2- MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos, isoladamente, e analisados como tal.
Em ambos, mudas de Coffea arabica L. cv ‘Catuai Vermelho IAC 44’ foram
transplantadas com trés pares de folhas para vasos contendo uma mistura de 12
litros, composta por solo:areia:esterco bovino (3:1:1, v:v:v) e adubada com 10,0
kg de super fosfato simples, 240 g de KCI e 2,0 kg de calcario dolomitico por
metro cubico de substrato. As plantas foram cultivadas em casa de vegetacao, em
Vigosa (20°45°S, 42°54°W, 650 m altitude), Minas Gerais, sendo irrigadas sempre
que necessario, e fertilizadas na forma de adubacdo de cobertura com 3 g de

sulfato de amoénio por planta, a intervalos de 45 dias.



Experimento |

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao sob condigdes semi-
controladas, de modo que o déficit de pressdao de vapor da atmosfera fosse
mantido em niveis relativamente baixos e com flutuagdes diurnas reduzidas (1,0 a
1,6 kPa). A casa de vegetagdo, cuja transmitancia era 60% da radiagdo externa, era
dotada de um sistema de refrigeragdo/aquecimento, acionado sempre que
necessario, a fim de manter a temperatura do ar em torno de 28°C, ao longo do
dia.

As plantas foram cultivadas por cerca de oito meses, quando procederam-
se as avaliagdes de trocas gasosas e coletas de material foliar para analises
bioquimicas posteriores, em folhas completamente expandidas, do terceiro ou
quarto par, a partir do dpice de ramos plagiotrépicos medianos das plantas, as
08:00, 12:00 e 16:00 h. O material vegetal foi coletado na forma de discos
foliares, envolvido em papel aluminio, congelado em nitrogénio liquido e

armazenado em freezer a -80°C.

2.1- Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutincia estomatica
(gs) e a razdo entre a concentracdo interna ¢ ambiente de CO, (Ci/C,) foram
medidas em sistema aberto, nos horarios mencionados anteriormente, sob luz
saturante artificial (1000 umol m™ s™), concentragio de CO, ambiente, com um

analisador de gas a infravermelho portatil (LI 6400, Licor, Lincoln, NE, EUA).

2.2- Glicose, frutose, sacarose, amido e aminoacidos totais

Carboidratos e aminoacidos foram extraidos de tecidos foliares
(aproximadamente 0,120 g de massa fresca), em etanol 80% (v/v) com 2% (p/v)
de 4cido ascorbico, incubados a 70°C, por 90 min, e centrifugados uma vez a
15000 g, por 10 min. Na fracdo soluvel, foram determinados os teores de glicose,
frutose, sacarose (Praxedes et al., 2006) e aminoacidos (Moore & Stein, 1948) e,

na fragdo insoluvel, o teor de amido (Praxedes et al., 2006).



2.3- Ensaios enzimaticos

As amostras foliares (aproximadamente 0,120 g de massa fresca) foram
homogeneizadas, em almofariz, com tampao de extragdo (Geigenberger & Stitt,
1993) em pH 7,4, contendo HEPES-KOH 50 mol m™, MgCl, 5 mol m™, EDTA 1
mol m'3, EGTA 1 mol m'3, DTT 5 mol m'3, benzamidina 2 mol m™ , acido -
amino-n-caproéico 2 mol m'3, PMSF 5 mol m'3, BSA 0,1% (p/v), glicerol 10%
(v/v) e Triton X-100 0,1% (v/v). Em seguida, o extrato foi centrifugado a 15000 g,
por 3 min. Os sobrenadantes foram quantificados e 500 pL foram dessalinizados
através de colunas Sephadex G-25M, 3 x 1 cm de gel. O volume de extrato apds a
eluicdo nas colunas também foi quantificado. Todo o procedimento foi realizado a
4°C e os ensaios enzimaticos foram previamente otimizados para tempo de reacao
e volume de extrato. O extrato dessalinizado fresco foi imediatamente utilizado
para o ensaio da Rubisco (EC 4.1.1.39). As atividades inicial (Vipicial) € total (Viotal)
da Rubisco foram avaliadas como Sharkey et al. (1991) e o seu estado de ativacao
foi calculado como a razdo entre as atividades inicial e total (%). O restante do
extrato foi armazenado a -20°C e utilizado posteriormente para o ensaio da
atividade da pirofosforilase da ADP glicose — AGPase (EC 2.2.7.27), como
descrito em Praxedes et al. (2006).

Os ensaios supracitados foram executados em um leitor de placa “Elisa”
(Asys — UVM 340, Eugendorf, Austria). A concentragio de proteina total nos
extratos foi determinada conforme Bradford (1976), utilizando-se de uma curva de

calibragcao com BSA.
2.4- Assimilacdo de *C e fluxos metabolicos

Folhas completamente expandidas, do terceiro ou quarto par a partir do
apice de ramos plagiotrépicos medianos das plantas, foram coletadas e
imediatamente tiveram seus peciolos imersos em agua, sendo, entdo, transportadas
para o laboratorio. As folhas foram mantidas no escuro por 30 min. A partir de
entdo, cinco discos, com didmetro de 14 mm cada, foram retirados do limbo foliar

e postos em contato com ‘C. A 400 uL de solugdo NaH'*CO; (100 Bq uL™)

foram adicionados 10 pL de anidrase carbdnica (0,5 U pL™), em uma camara de



Clarck de fase gasosa (Hansatech, Kings Lynn, Norfolk, Reino Unido), na qual
estavam acondicionados os discos foliares. A camara foi imediatamente vedada e
os discos foliares foram mantidos sob 900 pmol m™ s de radiagio
fotossinteticamente ativa, a 35°C, por 30 min. Apds, os discos foram
imediatamente congelados em N, liquido e mantidos em freezer a -80°C.
Posteriormente, o tecido foliar foi fracionado, para determinar-se o destino
metabdlico do 14C02 assimilado. Foi separada a fragdo insoluvel em etanol
(amido, celulose e proteinas) da fracdo soluvel, a qual, entdo, foi fracionada em
resinas cationica (DOWEX 50WX2-200 100-200 mesh) e aniénica (Amberlite
CG-400 100-200 mesh), sucessivamente, para separacao das fra¢des acida (acidos
organicos), basica (aminoacidos) e neutra (agucares). A extracdo dos compostos
soluveis em etanol se deu por incubagdes em série etanolica (80, 50, 20, 0, 80% -
alcool/adgua, v/v), por 10 min, em banho-maria, a 100°C, em microtubos vedados.
Todas as amostras foram combinadas e concentradas por liofilizagdo. A
radioatividade incorporada nas diferentes fragcdes foi determinada num leitor de
cintilagdo (Beckman LS 6500, Beckman Instruments, Fullerton, California, EUA),
usando-se liquido de cintilacdo (Ready Safe™ Cocktail) na proporgio sugerida

pelo fabricante.

2.5- Andlise estatistica

O experimento foi analisado em delineamento inteiramente casualizado,
com trés tratamentos (medigdes as 08:00, 12:00 e 16:00 h), e seis repetigdes. A
unidade experimental foi composta por uma planta por vaso. Os dados obtidos
foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Newman-Keuls, a 5% de significancia.

Com o objetivo de analisar a relacdo entre dois conjuntos de variaveis,
grupo 1 (A e radioatividade total incorporada, que expressa a capacidade
fotossintética potencial) e grupo 2 (g, razdo hexoses:aminoacidos, sacarose e
amido), procedeu-se a andlise de correlagdes candnicas, que estima a maxima
correlagdo entre as combinagdes lineares das varidveis. O grupo 1 representa as
variaveis-resposta, enquanto o grupo 2 representa as variaveis explicativas. O
nimero de correlagdes candnicas ¢ igual ao menor nimero de varidveis que

constituir um dos grupos e sua magnitude sempre decresce com a ordem em que



sao estimadas. Inicialmente, sdo calculadas duas combinagdes lineares, uma sobre
cada grupo de variaveis, de forma que o coeficiente de correlagdo de Pearson
entre eles seja maximo. As combinagdes lineares sdo denominadas variaveis
candnicas e os pares sao denominados pares canonicos. Para cada par candnico, o
coeficiente de correlagdo candnico mede a intensidade da correlagdo, enquanto a
composicdo das varidveis candnicas exprime a natureza da associagdo. Cada
variavel candnica ¢ composta pelos coeficientes candnicos (cc) correspondentes a
cada caracteristica em estudo. O coeficiente candnico representa a contribuicao
conjunta da variavel para a funcdo, que ¢ linear, mostrando ndo o efeito que a
varidvel poderia ter individualmente, mas a sua influéncia na presenca de outras
(Rencher, 1992). Para os calculos das correlagdes canonicas, os dados foram
normalizados para média igual a zero e varidncia igual a um. A hipdtese de
nulidade para as correlagdes candnicas foi testada por meio do teste do Qui-
quadrado.

Realizou-se também correlacdo simples de Pearson entre A e ¢s. Todas as
analises foram feitas utilizando-se do Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas

da UFV (SAEG-UFV, 1997).

Experimento 11

Neste experimento, as plantas foram cultivadas em uma casa de vegetacao
sem controle de temperatura, com transmitancia de 52% da radiagdo externa.

Por volta do oitavo més de cultivo, foram selecionadas seis plantas; um
ramo plagiotropico mediano de cada uma dessas plantas foi anelado na base,
proximo de sua inser¢do ao ramo ortotropico. O anelamento consistiu na retirada
do floema, via remog¢ao de 2 cm de comprimento da casca do ramo. O local foi
envolvido por um filme de PVC de modo a evitar-se a desidratagdo do tecido
exposto, bem como o ataque de patdogenos e pragas. Nesse mesmo ramo foram
retiradas todas as folhas em expansdo (proximas ao apice), consideradas como
dreno. Um ramo ndo anelado, oposto ao anelado, em cada planta, foi utilizado
como controle do experimento. As avaliagdes do experimento (trocas gasosas €
coleta de material foliar para andlises bioquimicas posteriores) foram realizadas
em folhas completamente expandidas, do terceiro ou quarto par a partir do apice

dos ramos plagiotrépicos estudados, em torno das 8:00 h, quando as taxas de



fotossintese foram maximas nas condi¢des de cultivo deste experimento. O
material vegetal foi coletado na forma de discos foliares, envolvidos em papel
aluminio, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -80°C.

As medigdes de trocas gasosas foram realizadas ao longo de 11 dias apos o
anelamento. Os ensaios enzimadticos, as quantificagdes de glicose, frutose,
sacarose, amido e aminoécidos totais e a assimilagio de '*C e a particao de ['cl-
assimilados foram analisados no quarto € no décimo dias apos o anelamento,
conforme descrito para o “Experimento I”.

O experimento foi constituido, pois, em um fatorial 2° (duas épocas de
avaliagdo; ramos anelados e ramos ndo anelados), com seis repeticdes. O
delineamento experimental foi em blocos casualizados. A unidade experimental
foi composta por um ramo anelado ou nao anelado, em cada planta. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias foram comparadas
pelo Teste de Newman-Keuls, a 5% de significancia. As correlagdes candnicas
foram realizadas conforme mencionado no “Experimento I”. Correlacdes de
Pearson entre concentracdo de amido e radioatividade incorporada na fracao
insoluvel foram também examinadas. Todas as analises foram feitas utilizando-se

o Sistema de Andlises Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV, 1997).

3- RESULTADOS

Experimento |

Neste experimento, as taxas maximas de assimila¢do liquida do carbono
(A) situaram-se em torno de 10 pmol CO; m™ s™', medidas as 08:00 e as 12:00 h,
observando-se, contudo, uma ligeira queda (P < 0,05), em torno de 20%, para os
valores de A, as 16:00 h, em relagdo aqueles obtidos as 08:00 e 12:00 h. Os
valores de condutincia estomatica (gs) ndo diferiram significativamente quando
obtidos as 08:00 h e 12:00 h, porém decresceram cerca de 35% as 16:00 h (Figura
1). Embora g tenha sido reduzida, alteragdes significativas em C;/C, ndo foram
observadas.

Com excecao da concentragdo de sacarose, que foi ligeiramente menor

(~23%) as 08:00 h em relagdo as 12:00 ou 16:00 h, as concentra¢des de glicose,



frutose, amido, aminoacidos e a razao hexoses:aminoacidos, nas folhas,
mantiveram-se constantes ao longo do dia (Figura 2). Com efeito, nos
experimentos de fluxos metabolicos (Tabela 1), também nao se verificou variagao
diurna na magnitude de *C fixado e particionado nas diferentes fracdes, quais
sejam, insoluvel (amido, principalmente, e proteinas e componentes da parede
celular), neutra (acucares soluveis), acida (&cidos organicos) e bdsica
(aminodcidos). Cerca de 4 a 5% da radioatividade total incorporada aos tecidos
foliares foram distribuidas em amido e componentes de parede celular, 5 a 6% em
acidos organicos, aproximadamente 80% em aglcares soluveis, e cerca de 10 a
13% em aminodcidos. Registre-se, ainda, que a radioatividade total incorporada
também ndo foi alterada ao longo do dia, sugerindo que a capacidade
fotossintética potencial se tenha mantido constante ao longo do dia.

Apesar de os valores absolutos de A e¢ da capacidade fotossintética
potencial (expressa pela radioatividade total incorporada) terem sido maximos as
08:00 h, observou-se uma menor atividade da Rubisco nesse horario, em relacao a
atividade determinada as 12:00 e 16:00 h. Em todo o caso, ndo se observou
variagdo diurna no estado de ativagdo da enzima. Em contraste, a atividade da
AGPase foi significativamente maior no inicio da manha, sem diferencas entre os
materiais coletados as 12:00 e 16:00 h (Figura 3).

As correlagdes candnicas entre as varidveis-resposta (A e a radioatividade
total incorporada) e as varidveis explicativas (gs, razdo hexoses:aminoacidos,
sacarose € amido) foram significativas (P = 0,001) somente para um par canonico,
com elevado valor do coeficiente de correlacao (r = 0,88) (Tabela 2). Os grupos
considerados ndo sdo, pois, independentes. A analise das variaveis que compdem
0 primeiro par candnico sugere, entre as variaveis que expressam a assimilagao de
carbono, que A (mas ndo a capacidade fotossintética potencial, como era de se
esperar) foi fortemente associada ao conjunto das varidveis explicativas, porém
apenas Qs foi a varidvel com alta correlagdo com A, enquanto as outras variaveis
explicativas tiveram uma contribui¢do desprezivel para determinar as flutuagdes
em A. Assim, o primeiro par candnico sugere que A (cc = 0,9842) foi maior
quanto maior ¢s (cc = 0,9921) e que as outras varidveis explicativas pouco
explicaram as variagdes de A. O baixo valor do coeficiente candnico apresentado
pela radioatividade total incorporada demonstra que essa variavel ndo descreveu a

variacdo maxima entre os tratamentos.

10



12 + A A
~ 10 T T B
& 81 T
E 6.
o
£
3 4-
<
2 _
0 T T 1
08:00 12:00 16:00
250 -
200 A A
T‘w T I
o T
£ 150 - B
(_ED T
. 1
3 100
(@] 50 .
0 . . .
08:00 12:00 16:00
08 -
A A A
T T
06 - T T T
©
Q 04 -
O
0.2
0,0 . . .
08:00 12:00 16:00
Horario

Figura 1: Taxa de assimilacao liquida de carbono (A), condutancia estomatica (g;) e razdo
entre as concentragdes interna e ambiente de CO, (C;/C,), medidas as 08:00, 12:00 e
16:00 h, em plantas de Coffea arabica cultivadas em vasos. Letras distintas indicam
diferengas significativas entre os horarios (P < 0,05; Teste de Newman-Keuls). Cada
coluna representa a média + erro padrdo (n = 6; cada repeticdo é a média de duas
determinagdes).
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Figura 2: Teores foliares de glicose, frutose, sacarose, amido e aminoacidos e razao
hexoses:aminoacidos, quantificados as 08:00, 12:00 e 16:00 h, em plantas de Coffea
arabica cultivadas em vasos. Letras distintas indicam diferengas significativas entre os
horarios (P < 0,05; Teste de Newman-Keuls). Cada coluna representa a média + erro
padrdo (n = 6).
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Figura 3: Atividades foliares (Vinciai € Vi) © estado de ativagdo da carboxilase da
ribulose-1,5-bisfosfato (Rubisco) e atividade da pirofosforilase da ADP-glicose
(AGPase), quantificadas as 08:00, 12:00 e 16:00 h, em plantas de Coffea arabica
cultivadas em vasos. Letras distintas indicam diferengas significativas entre os horarios
(P < 0,05; Teste de Newman-Keuls). Cada coluna representa a média + erro padrdo
(n=6).
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Tabela 1: Parti¢cdo do Hc incorporado nos tecidos foliares, as 8:00, 12:00 e 16:00 h, em
plantas de Coffea arabica cultivadas em vasos. A radioatividade total incorporada foi
particionada nas diferentes fragdes (insolivel = amido, componentes de parede celular e
proteinas; neutra = aglicares soluveis; acida = acidos organicos; e basica = aminoacidos).
Os valores de radioatividade incorporada foram expressos em kBq m™ e como
porcentagem, em cada fracdo, do "C total fixado. Letras distintas indicam diferencas
significativas entre os horarios (P < 0,05; Teste de Newman-Keuls). Cada valor
representa a média + erro padrao (N = 6).

Fracoes 8:00 h 12:00 h 16:00 h

kBg m™ % kBg m™ % kBgq m™ %
Insolavel 88+5A 4 85+2A 4 94+10 A 5
Neutra  1769+167A 81 1553+106 A 77 1482+157A 78
Acida 107 + 14 A 5 114+ 10 A 6 95+10A 5
Basica 237 +28 A 10 258 + 23 A 13 229+ 28 A 12
Total 2328+ 137 A 100 2010+136 A 100 1899+182A 100

Tabela 2: Correlagdes candnicas entre variaveis-resposta (Grupo 1; taxa de assimilagdo
liquida do carbono, A, e radioatividade total incorporada) e explicativas (Grupo 2;
condutancia estomatica, g, sacarose, amido e razdo hexoses:aminoacidos). As variaveis
foram estimadas em plantas de Coffea arabica as 8:00, 12:00 e 16:00 h. Os pares
canodnicos foram comparados pelo teste de Qui-quadrado.

Coeficientes Candnicos

Caracteristicas Par Candnico 1 Par Candnico 2
Grupo 1

A 0,9842 0,0399
Radioatividade total incorporada -0,2182 1,0204
Grupo 2

Os 0,9921 - 0,0688
Sacarose 0,0271 - 0,5267
Amido - 0,0062 - 0,5653
Razao hexoses:aminoacidos 0,1227 -0,6310
Correlacao 0,8757 0,5182
Significancia 0,0013 0,2076

14



Experimento 11

Neste experimento, o comportamento de A e gs foi acompanhado durante
11 dias apds o anelamento dos ramos, observando-se decréscimos expressivos em
A e, mais particularmente, em g5 (Figura 4, A e B). Conforme se deduz da Figura
4 (C e D), arelacao de dependéncia entre A e g5 ¢ muito mais marcante nos ramos
anelados que nos ndo anelados. Ao fim do experimento, os valores de A e de Qs
foram, respectivamente, 56% e 80% inferiores aos dos ramos nao anelados
(Figura 5).

No quarto e no décimo dias apds a implantacao dos tratamentos, além das
trocas gasosas, foram quantificadas as concentragdes foliares de carboidratos e
aminodcidos, a particio do '*C incorporado pelos tecidos e as atividades da
Rubisco e da AGPase, com o intuito de analisarem-se as contribuic¢des relativas de
0s ¢ do metabolismo do carbono sobre as flutuagdes de A. Observou-se uma clara
tendéncia, porém ndo significativa, de maiores concentracdes de glicose e frutose
nos ramos anelados, em relacdio aos ramos nao anelados, enquanto as
concentragdes de sacarose e de aminoacidos ndo responderam aos tratamentos
(Figura 6). Notou-se, também, que a razdo hexoses:aminoacidos foi
significativamente maior nos ramos anelados, aos 10 dias ap6s o anelamento,
enquanto os teores de amido foram substancialmente maiores (respectivamente
271% e 203% no quarto e décimo dias apos o anelamento) nos ramos anelados.
Apesar dessas diferencas, contudo, ndo foram observadas variagdes entre ramos
anelados e ndo anelados no que diz respeito a incorporacdo total de 1o,
tampouco na partigdo de '*C para a sintese de aclicares solaveis, aminoacidos e
acidos organicos, conforme mostram os dados da Tabela 3. Registre-se que, nos
ramos anelados, a particio de '*C para a sintese de compostos insoliveis
(principalmente amido, em folhas expandidas) foi significativamente menor nos
ramos anelados, porém ndo houve qualquer correlacdo significativa entre as
concentragdes atuais de amido e a particdo de Hc para a sua sintese (r = -0,18; P
= 0,200). Ademais, as maiores concentragdes de amido encontradas neste
experimento (76 mmol eq. glicose kg' MF) (Figura 2) foram, em termos
absolutos, inferiores aquelas medidas em folhas de plantas em condi¢des normais
de cultivo (vide experimento I, Figura 2). De modo geral, houve poucas varia¢des

~ . , C o~ 14 .
nas concentracdes de carboidratos como também na particdo de “C entre os dois
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dias de avaliagdo. Finalmente, tanto a atividade como o estado de ativacdo da
Rubisco, assim como a atividade da AGPase, pouco ou nada responderam aos
tratamentos aplicados (Figura 7).

Semelhantemente ao experimento I, as correlagdes candnicas entre as
varidveis-resposta (A e a radioatividade total incorporada) e as varidveis
explicativas (Qgs, razdo hexoses:aminoacidos, sacarose e amido) foram
significativas (P = 0,0001) somente para um par candnico, com elevado valor do
coeficiente de correlagdo (r = 0,99) (Tabela 4). Portanto, esse par candnico indica
que A (cc = 1,0871) e a radioatividade total incorporada (cc = -0,1984) podem ser
explicadas, em diferentes magnitudes, por aquelas varidveis independentes. Mais
uma vez, entretanto, as varidveis com maior grau de associa¢do foram A e g,

sugerindo que as flutuagdes em A foram largamente governadas por variagdes em

Os-
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Figura 4: Taxa de assimilagdo liquida de carbono (A) (A), condutancia estomatica (gs) (B)
e relagdo entre A e g, em ramos anelados (C) e ramos nao anelados (D), as 08:00 h, em

plantas de Coffea arabica, ao longo de 11 dias de experimento. Cada simbolo representa
a média + erro padrdo (n = 6).
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Figura 6: Teores foliares de glicose, frutose, sacarose, amido e aminoacidos e razdo
hexoses:aminoacidos, as 08:00 h, em plantas de Coffea arabica cultivadas em vasos.
Letras maitsculas distintas indicam diferengas significativas entre os dias e letras
minusculas distintas, entre ramos anelados e ramos ndo anelados (P < 0,05; Teste de
Newman-Keuls). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n = 6).
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(AGPase), as 08:00 h, em plantas de Coffea arabica cultivadas em vasos. Letras
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distintas, entre ramos anelados ¢ ramos nao anelados (P < 0,05; Teste de Newman-
Keuls). Cada coluna representa a média + erro padrdo (n = 6).
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Tabela 3: Particdo do e incorporado nos tecidos foliares, as 8:00 h, em plantas de
Coffea arabica cultivadas em vasos. A radioatividade total incorporada foi particionada
nas diferentes fragdes (insolivel = amido, proteinas e componentes de parede celular;
neutra = agucares soluveis; acida = acidos organicos; e basica = aminoacidos). Os valores
de radioatividade incorporada foram expressos em kBq m™ e como porcentagem, em cada
fracdo, da absor¢io total de 'C. Letras maiusculas distintas indicam diferencas
significativas entre os dias e letras minusculas distintas entre ramos anelados e ramos nao
anelados (P < 0,05; teste de Newman-Keuls). Cada valor representa a média + erro
padrdo (n = 6).

Fragbes Epoca Tratamentos
Anelado N&o anelado
kBg m™ % kBg m™ %
Insolavel 4 dias 64 +7 Ab 3 93 +9 Aa 5
10 dias 46 +2 Ab 3 73+ 4 Aa 4
Neutra 4 dias 1477 + 89 Aa 79 1616 + 144 Aa 79
10 dias 1123 + 76 Ba 82 1346 + 122 Aa 82
Acida 4 dias 79 +5 Aa 4 89 + 7 Aa 4
10 dias 60 + 5 Ba 4 62 + 9 Ba 4
Basica 4 dias 240 + 15 Aa 13 256 + 11 Aa 13
10 dias 172 + 16 Ba 11 170 + 15 Ba 10
Total 4 dias 1860 + 93 Aa 100 2044 + 156 Aa 100
10 dias 1498 + 131 Aa 100 1639 + 156 Ba 100

Tabela 4: Correlagdes candnicas entre variaveis-resposta (Grupo 1; taxa de assimilagdo
liquida do carbono, A, e radioatividade total incorporada) e explicativas (Grupo 2;
condutancia estomatica, g, sacarose, amido e razdo hexoses:aminoacidos). As variaveis
foram estimadas em folhas de ramos anelados e ndo anelados de plantas de Coffea
arabica as 08:00 h. Os pares candnicos foram comparados pelo teste de Qui-quadrado.

Coeficientes Canbnicos

Caracteristicas Par Candnico 1 Par Candnico 2
Grupo 1

A 1,0871 0,1507
Radioatividade total incorporada -0,1984 1,0418
Grupo 2

Os 0,9329 -0,1972
Sacarose -0,0971 0,5748
Amido -0,2758 -0,5002
Razao hexoses:aminoacidos 0,2099 -0,6169
Correlacao 0,9888 0,4876
Significancia 0,00001 0,13286
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4- DISCUSSAO

Os valores maximos de A (aproximadamente 10 pmol m™ s™) observados
em ambos o0s experimentos foram similares aos maiores valores
(aproximadamente 12 pmol m™ s™) ja registrados para café (Silva et al., 2004;
Ronquim et al., 2006). As pequenas flutuacdes diurnas de A, contudo, parecem ter
sido resultantes da manutencao artificial do DPV em niveis relativamente baixos,
contrariamente aos resultados observados em experimentos tanto com plantas em
vasos (Ronchi et al., 2006) como sob condi¢des de campo (Araujo et al., 2008;
Chaves et al., 2008; DaMatta et al., 2008), em situagdes em que a demanda
evaporativa da atmosfera ¢ particularmente elevada a tarde. Nesses experimentos,
o padrido tipico das oscilagdes diurnas das trocas gasosas consiste em valores
relativamente elevados de gs € A no inicio da manhd; na medida em que o dia
avanca, tanto gs como A decrescem, podendo alcancar valores negligenciaveis a
tarde, em fun¢do do aumento da temperatura foliar e do DPV (Araujo et al., 2008;
Chaves et al., 2008; DaMatta et al., 2008). De modo oposto, sob baixo DPV, a
abertura estomatica, ao longo do dia, pode ser grandemente mantida, sem que isso
se traduza em taxas de transpira¢do excessivas; a0 mesmo tempo, isso permite que
o influxo de CO, possa ser mantido a taxas considerdveis, de modo a manter A
com flutuagdes diurnas minimas. Com efeito, a alta correlacdo positiva entre A e
gs (r=0,812; P =0,0001) sugere, circunstancialmente, uma forte dependéncia de
A em relagdo a g5 (Osorio et al., 2006; DaMatta et al., 2008). Ademais, o padrdo
de flutuacdo diurna de A parece depender pouco de potenciais alteragcdes nos
niveis dos carboidratos, conforme se deduz da analise das corre¢des candnicas. A
dependéncia das trocas gasosas em relagdo ao DPV, em funcdo da alta
sensibilidade do estomato do cafeeiro ao DPV, conforme relatado por DaMatta
(2004 b,c), tem sido também observada em outras espécies lenhosas, como a
nectarina (Osorio et al., 2000).

Limitagdes ndo-estomaticas de A, ao longo do dia, sdo normalmente
associadas com a retroinibicdo metabolica acoplada ao acimulo de carboidratos
nas folhas-fonte (Azcon-Bieto, 1983; Krapp & Stitt, 1995), conforme sugerido por
Franck et al. (2006), em café. Estes autores mediram A numa condicdo que,

presumivelmente, ndo haveria limitacdo estomatica a fotossintese (as folhas foram
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previamente submetidas a uma baixa concentragdo de CO,, com o intuito de
induzir-se a abertura estomatica, quando, a posteriori, as trocas gasosas foram
entdo estimadas) e concluiram, baseando-se em analises de correlagdo simples,
que as flutuagdes de A, ao longo do dia, foram decorrente do acimulo de agucares
soluveis nas folhas-fonte. Nao obstante, analise de correlagdo, per se, nao prova
relacdo de causa/efeito, e pode apenas ser considerada como evidéncia
circunstancial da associagao de dependéncia entre duas variaveis. Neste trabalho,
além das andlises de correlagao (simples e candnica) sugerirem que, de fato, ndo
houve retroinibi¢ao da fotossintese, a auséncia de variagdes nas concentragoes de
carboidratos e aminoacidos, bem como a similaridade da particio de ['*C]-
fotoassimilados, ao longo do dia, para as principais rotas biossintéticas associadas
a fotossintese, indicam que as variagdes diurnas em A ndo sdo explicaveis pelo
mecanismo da retroinibi¢do e, sim, por limitagdes difusivas. Em adi¢do, ndo se
observou aumento na atividade da AGPase e decréscimo nas atividades inicial e
total e no estado de ativagdo da Rubisco ao final da tarde. Um aumento na
atividade da AGPase poderia indicar um incremento na capacidade potencial da
sintese de amido e, um decréscimo na atividade da Rubisco poderia ser um indicio
de retroinibicdo metabdlica da fotossintese. Finalmente, nos experimentos sobre
fluxo metabolico, tinha-se uma concentracio de CO, saturante e, portanto, as
limitacdes difusivas, nessa condicdo, sdo negligenciaveis. Uma vez que ndo houve
variacoes na radioatividade total incorporada pelos tecidos foliares, sugere-se,
portanto, que a capacidade fotossintética potencial tenha sido mantida ao longo do
dia.

Quando o transporte de fotoassimilados de folhas-fonte ¢ bloqueado, via,
por exemplo, anelamento, A € inibida, a sintese de sacarose ¢ reduzida e a sintese
de amido ¢ estimulada (Dunford, 2006), como ocorre nas espécies acumuladoras
de amido (Goldschmidt & Huber, 1992). Ao longo de 11 dias de avaliacao do
experimento II, o anelamento dos ramos (aumento da relacdo fonte:dreno)
resultou em um acentuado decréscimo em A e gs. Varios outros trabalhos, cuja
razao fonte:dreno também foi aumentada, demonstram resultados semelhantes.
Por exemplo, Mayoral et al. (1985) relatam que, ap6s poucas horas do anelamento
em plantas de pepino, a queda em A foi resultado do fechamento estomético, mas,
posteriormente, a redu¢do em A foi associada ao acimulo de carboidratos.

Goldschmidt & Huber (1992) observaram, entre quatro e sete dias apds o
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anelamento em soja, algoddo e pepino, um decréscimo em A e um aumento na
resisténcia estomatica. Zhou & Quebedeaux (2003), durante sete dias de
anelamento em plantas de maca, também observaram uma acentuada queda tanto
em A quanto em gs. Nesses experimentos, observou-se, invariavelmente, acimulo
expressivo de amido, conforme aqui verificado. Ha duas teorias, contraditorias em
suas esséncias, que explicariam o papel do amido na fotossintese. Uma delas
propde que o acumulo de amido seria responsavel pela retroinibicao de A via um
mecanismo que envolveria um possivel dano mecanico nos cloroplastos, devido a
formacgdo de grandes graos de amido (Nafziger & Koller, 1976; Grub & Machler,
1990). Na outra teoria, postula-se que a sintese de amido seja essencial para a
fotossintese e ndo seria responsavel por sua inibi¢do (Ludewig et al., 1998; Sun et
al., 1999). Em todo o caso, o amido acumulou-se num patamar equivalente ao
observado no experimento I, a despeito dos valores relativamente elevados de A
naquele experimento. Com efeito, resultados contraditorios tém sido reportados
em café acerca da relagdo entre acumulo de amido e fotossintese em café:
enquanto DaMatta et al. (1997) verificaram uma correlagdo negativa entre essas
variaveis, nenhuma correlacao significativa entre elas foi observada por Ronchi et
al. (2006) e DaMatta et al. (2008) em condi¢des de aumento da razao fonte:dreno.

Apesar do acimulo de amido, as variagbes em A, em resposta ao
anelamento, podem ser explicadas de modo similar ao que ocorreu com as
variacoes de A do experimento 1. Os decréscimos em A, nos ramos anelados, sdo
grandemente explicados por alteragdes em s € ndo por eventuais alteragdes nos
niveis dos carboidratos, conforme sugere, circunstancialmente, a andlise das
correlagdes canoOnicas. Salienta-se que 95 e 89% dos valores de A puderam ser
explicados por g, respectivamente nas folhas dos ramos anelados e ndo-anelados.
Salienta-se, também, que as atividades inicial e total e o estado de ativacdo da
Rubisco, bem como a atividade da AGPase, ndo foram alteradas com o
anelamento. Adicionalmente, a capacidade fotossintética potencial ndo variou, em
resposta ao anelamento, provendo, por conseguinte, forte evidéncia de que as
variagdes em A foram pouco afetadas por limitagdes bioquimicas a maquinaria
fotossintética. Nao obstante, deve-se mencionar que houve ligeiras diferencas
significativas entre ramos anelados e ndo-anelados, no que respeita a particao de
carbono para a sintese de amido, conforme se deduz das diferencas na

incorporacdo da radioatividade na fracao insoluvel.
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No longo prazo (> trés dias), o anelamento usualmente resulta em reducdes
da fotossintese em decorréncia de limitagdes bioquimicas associadas ao aciimulo
de carboidratos (Mayoral et al., 1985; Goldschmidt & Huber, 1992). Declinios em
0s normalmente ndo explicam inteiramente, em varios experimentos, as redugdes
em A apds o anelamento. Isso parece valido mesmo quando a fotossintese ¢
estimada sob concentragdes elevadas de CO;. Por exemplo, Zhou & Quebedeaux
(2003), investigando ramos anelados de maga, observaram, sob concentragao
ambiente de CO,, uma queda de 80% em A. Entretanto, sob uma concentracao de
CO, de 1000 pL L' (minimas limitacdes estomaticas), o decréscimo em A foi de
apenas 20%, evidenciando que as limitagdes estomaticas responderam pela maior
parte dos decréscimos em A sob CO, ambiente. Diferentemente desses trabalhos,
evidenciou-se, aqui, que as redugdes nas trocas gasosas em folhas de ramos
anelados (bem como ao longo do dia), em café, foram decorrentes meramente de
limitagdes difusivas (estomaticas) e, ndo de possiveis alteragdes no metabolismo
do carbono, o que, caracteriza, portanto, auséncia de uma retroinibicdo da
fotossintese, mesmo numa condi¢cdo em que houve um aumento expressivo nas
concentragdes foliares de amido. Sugere-se, como complementagdo deste
trabalho, a investigacdo da natureza do sinal que leva a redugdo da abertura
estomatica, que, por sua vez, ocasiona a reducdo da fotossintese, em plantas de

café.

5- CONCLUSAO

As variagdes nas trocas gasosas ao longo do dia, bem como as variagdes
entre folhas de ramos anelados e ndo anelados, em café, foram decorrentes
meramente de limitagdes difusivas (estomaticas) e, ndo de possiveis alteragdes no

metabolismo do carbono e, portanto, dissociadas de retroinibicao da fotossintese.
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