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RESUMO

SILVA, José¢ Carlos da. Efeito da aplicacio de sacarose no teor e no
metabolismo de carboidratos em mudas de café (Coffea arabica L.)
com diferentes niveis de reserva de carbono: UFLA, 2000. lp.
(Dissertag@o de mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal ).

Estc trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o cfcito da
pulverizagdo de agucar via folha, nos teores endégenos ¢ no metabolismo de
carboidratos em mudas de cafeciros (Coffea arabica L) com baixo (baixo) ¢
alto (normal) nivel de reservas de carbono. As pulveriza¢des ocorreram nas
concentragdes de 0,5%, 1% dc sacarosc ¢ agua como testemunha. Os
resultados mostram que a aplicagio de sacarose a 1% aumentou a
concentra¢do enddgena de aguicarcs soluveis totais em plantas dcpaupcradas,
como também aumentou as atividades das cnzimas: invertase acida da paredc,
invertase 4cida do vactiolo, invertasc neutra do citosol e sacarose sintase. Em
plantas com niveis normais de carboidratos nio foi obscrvada nenhuma
alteragdo nos teores dos agiicares soliveis totais, como também nas atividades
de tais enzimas. Independentemente dos tratamentos aplicados ¢ do cstado
fisiologico das plantas, nio foram obscrvadas diferencas na transpiragdo, que
tiveram a mesma tendéncias aos da condutincia estomatica, mostrando desta
forma, o controle estomatico da transpiragdo. A fotossintese foi estimulada a
0,5% e 1% em plantas depauperadas, o que ndo aconteceu com plantas
normais. Conclui-se, portanto, que a pulverizagio de sacarose em mudas de
cafeeiros sé ¢ eficiente tratando-se de plantas depauperadas, na concentragio
de 1%.

Comité orientador: Amauni Alves de Alvarenga- UFLA/DBI (Orientador), José Carlos Donizeti
Alves- UFLA/DBI, Luiz Edson Mota de Oliveira-UFLA/DBI; Paulo Tacito Gontijo Guimardes-
EPAMIG/DCS-UFLA




1. INTRODUCAO

Os cafeicultores, a semelhanga de muitos outros produtores agricolas,
adotam determinadas técnicas de manejo que na maioria das vezes, ndo t€ém
fundamentacdo cicntifica. Estes procedimentos afetam a produtividade, ¢ ainda
aumentam o custo dc produgdo, sem, contudo, dar certcza dc que tais
investimentos proporcionam retornos financeiros reais. A situagdo fica mais
grave, quando alguns técnicos, acreditando em tais beneficios, estimulam os
cafeicultores a adotarem praticas que ndo foram suficientemente tmtadgs.@ma
destas praticas ¢ a pulverizagio, via folha, com solu¢do diluida de aguicar, como
fonte de carboro para as plantas.]

Uma vez que a unica forma de aquisigiio do carbono pelas plantas ¢ a via
fotossintética ¢ como este processo ¢ facilmente afetado por condigdes
edafoclimaticas adversas, muitos técnicos ou cafeicultores acreditam que o
fomecimento exdgeno de carbono, por meio da aplicacdo de sacarosc ou de
melago possa suprir eficientemente este elemento na planta Santinato et al.
(1998). Mangini et al, (1998).

@ LNo Brasil, a primcira pesquisa envolvendo a pulverizagdo de sacarose no
cafeciro foi desenvolvida por Segura-Monge (1989) com o objetivo de verificar o
envolvimento deste aguicar na manutengdo das condigdes hidricas das plantasDAo
contrario do que se esperava, em condigdes de desidratagio este auto;‘ [verificou
que as plantas pulverizadas com sacarose em concentragoes de até 15%
mostraram diminui¢io do teor de agicares soluveis totaif‘égta diminuigio foi
atribuida a uma possivel mobilizagdo do agucar para as raizes ou como substrato

respiratorio pelo estimulo a respirago.




foram realizadas utilizando-se um pulverizador costal com pressdo constante,
aplicando-se, em média, 20 ml de solugdo por muda, tanto na parte abaxial, como
na adaxial das folhas. Todas as solugdes continham ESTRAVON 0,05% (v/v)
como adesivo ¢ umectante. Apds 4 horas, foram avaliadas a atividade
fotossintética, a transpira¢dio ¢ a condutincia estomatica através de sistemas de
trocas gasosas IRGA, modelo LCA-4, em folhas totalmente iluminadas ¢
expandidas. '

As coletas das amostras nas folhas cxpandidas sem a presenga de
nervuras foram feitas para os ensaios das invertases € agucares soliveis totais ¢
nas folhas jovens (folhas em crescimento), para o cnsaio da sintase sacarose com
intcrvalos de 40 minutos, até completar quatro horas apos a aplicagdo dos
tratamentos.

Ap6s a coleta, as amostras de folhas foram cuidadosamente lavadas para
a retirada do agucar de suas superficies , em scguida, merguthadas em nitrogénio
liquido a fim de paralisar o mctabolismo c armazenadas a -80°C para posteriores

analises quimicas.

2.3 Andlises quimicas

2.3.1 Extraciio e ensaio da atividade das invertases

As amostras foram maceradas em graal com areia na presenga de meio de
extragdo constituido de tampdo fosfato (50 pmol.L"') pH 7,5, 2-mercaptoetanol
(1 pmol.L" ) e MnSO, (5 pmol.L"), previamente resfriado, na proporgdo de 10
mL do meio por grama de tecido. As fases soluvel ¢ insolivel foram separadas
por centrifugagio a 20.000 x g por 20 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante

coletado e armazenado no gelo até o uso ¢ quantificagdo das invertases acida do



vacuolo e neutra do citosol.

Para a invertase écida da parede celular, o precipitado foi ressuspendido
em 10 mL do mesmo tampdo fosfato de extragio diluido 40 vezes, seguido de
nova centrifugagdo. Essa lavagem foi realizada por duas vezes. Finalmente, o
"pellet” foi ressuspendido no mesmo tampio diluido, cm igual volume ao obtido
para as invertases soluveis. O cxtrato contendo particulas maiores foi filtrado
com oito camadas de gaze. As alteragdes ajustadas foram feitas de acordo com
Lowell et al. (1989). As atividades das invertases foram detcrminadas em meio de
rcagao constituida de 750 ML de tampio fosfato 200 umol.L™" pH 7,5 (invertase
neutra), de 750 pL de tampdo acetato de potassio 200 molL pH 4,5 (invertase
acida do vacuolo ¢ da parede celular), 200 uL de solugdo de sacarosc 200 p
mol.L" ¢ 50 pL do extrato cru. Essa mistura foi incubada a 37°C durantc 40
minutos ¢ a reagdo interrompida pela adi¢io de | mL de DNS (Miller, 1959). Em
seguida, foi aquecida em banho-maria a 100°C por 5 minutos €, apds atingir a
temperatura ambicnte, procedeu-sc 4 Icitura em espectrofotometro a 540 nm. A
quantificacdo baseou-se na curva padrio obtida da solugdo de glicose na faixa de

0al,0 pgmL"'.

2.3.2 Extraciio e ensaio da sintase da sacarose

As amostras de folhas foram maceradas em graal com nitrogénio liquido ¢
areia lavada na presenga de tampiio HEPES-NaOH (50 mmol.L'1) pH 7,0, 2
mmol.L"' de MgCl, 2 mmol.Lde DDT e | mmol.L" de EDTA, na propor¢io de
| grama de tecido por 10 mL de tampio de extracdo (Déjardin et al., 1997). O
material insohivel foi descartado apés centrifugacdo a 20.000 x g por 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado para o ensaio enzimatico.

A atividade da enzima foi quantificada em meio de reagio contendo



tampio MES 64 umol (500 uL) pH 6,0, sacarosc 125 pmol (300 pL), 0,5 pmol
de uridina difosfato (UDP) (190 pL) e extrato enzimatico (10uL)
(Chourey,1981). Para tanto, os tubos contendo a mistura de reagdo foram
transferidos do gelo para banho-maria a 37°C onde penﬁaneceram por 25
minutos, quando entdo a rcacdo foi paralisada pela adigio de rcagente de Nelson:
scguida dc lcitura cm espectrofotometro a 510 nm (Nelson, 1944). A
quantificagio dos agucares redutores baseou-sc na curva padrdo obtida partir de

uma solugdo de glicose na faixade 0a 1,2 ug.mL"' .

2.3.3 Extraciio e quantificaciio de agucares soluveis totais

As amostras foram maccradas em graal com areia na presenga de tampao
de extragio, constituido dc tampdo fosfato (50 mmolL’'), pH 75, 2-
mercaptoetanol (1 mmol.L") ¢ MnSO, (5 pmol.L"), previamentc resfriado, na
proporgio de 10 mL do meio por grama de tecido. A quantificagdo dos agucares
soliveis totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Yemm ¢
Willis (1954), utilizando-se aliquotas de 50 pL do extrato, 950 puL de agua
destilada ¢ 2,0 mL do reagente antrona (20 mg de rcagente antrona, 0,5 mL de
agua destilada ¢ 10 mL de H,SO, concentrado).

Apéds a homogeneizagdo, as amostras foram aquecidas em banho-maria a
100°C por trés minutos e, ao atingirem a temperatura ambiente, procedeu-se a
leitura em espectrofotdmetro a 620 nm. A quantificagio dos agiicares soliveis
totais baseou-se numa curva padrdo obtida de uma solugiio de glicose na faixa de

0al,0mgmL"’.
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de 72 horas] As mudas consideradas normais foram aquelas submetidas a 72
horas dec fotoperiodo consecutivo de 12 horas. Essas mudas. apresentavam,
comparativamente, uma concentragio dc carboidratos duas vezes maior em
relz}/q{o 4 aquelas que permaneceram no €scuro.

30 Yl)c maneira geral, os teores de agucares soluveis totais nas folhas das
mudas dc cafeeiros consideradas como plantas normais, até um periodo de 4
horas da pulverizagio com agua, sacarose a 0,5% ou a 1,0%, ndo diferiram
estatisticamente entre si M). Ao final deste periodo, os teores
encontravam-se nos mesmos valores daqueles verificados antes da aplicagdo dos
tratamentos |

) (Por outro lado, nas mudas consideradas como depauperadas, observou-se
um aumento nos teores foliares de agiicares solaveis totais a partir dos 40 ¢ 160
minutos da aplicagio em pulverizagio com solugdes de sacarosc a 1.0 e 0,5,
respectivament‘el(Figura 2). Neste intervalo de tempo, as pulverizagdes com o
agucar a 1% sempre proporcionaram maiores teores de agicares soliveis totais
do que as pulverizagdes na concentragdo de 0,5%.

Em condigdes de desidratagdo, Segura-Monge (1989) verificou que, cinco
dias ap6s a pulverizagdo com sacarose a 15% e suspensdo da rega, houve um
decréscimo nos teores de agiicares soliveis totais nas folhas das mudas dc
cafeeiros, atribuindo-se esse decréscimo a mobilizagdo do agicar para outras
partes da planta ou ao seu envolvimento como substrato respiratorio. Neste
cxperimento, o tempo de amostragem de 4 horas foi muito curto para a
constatacdo desses mesmos deiga@mretamo, os resultados mostram claramente
que a aplicagdo de sacarose, via folha, em mudas de ca'feeiros so foi eficiente em
aumentar os teores cndogenos do acgucar quando eclas se encontravam

depauperadas, com baixas reservas de carboidratosz
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..

E comum ouvir relatos contraditérios dos cafeicultores quanto aos efeitos d.
pulverizagio de agiicar na lavoura. Para alguns, nio foram observados quaisque
cfeitos. Para outros, essa pratica proporcionou plantas mais vigorosas e folhas con
uma coloragdo verde mais intensa. Possivelmente, os primeiros estariam pulverizand,
lavouras em bom estado vegetativo, enquanto os outros o faziam o mesmo er
lavouras depaupcradas.

> :Os resultados apresentados permitem inferir que, para lavouras ber
manejadas esta pratica ¢ inocua, uma vez que a sacarose ndo vai ser absorvida pela
folhas; Por outro lado, em lavouras depauperadas, a pulverizagdio com sacarosc
principalmente a 1%, deve elevar o nivel do agucar no tecido foliar. Ndo se¢ sab
ainda. se¢ o incremento do teor de aglicar vai proporcionar aumentos de produtividad
nas lavouras depaupcradas.

Para Rena e Favaro (2000), a pulverizagdo ndo deve desempenhar qualque
atividade metabélica no cafeeiro e levar a aumentos de produtividade. Os dados da
pesquisas, como foi demonstrado na introdugdo deste estudo, também levam a crc
que ndo ha efeitos positivos na produtividade do cafeeiro, uma vez que em nenhur
caso, foram observadas diferengas significativas favoraveis aos tratamentos qu
receberam sacarose (Lima ct el., 1998; Mangini et al., 1998; Santinato et al., 1998
Além do mais, nenhum cafeicultor relatou aumentos de produtividade apos adotarer
essa pratica. Novos estudos relacionando produtividade e pulverizagio de sacarose cr
cafeeiros, com diferentes niveis de carboidratos ou condigdes fisiologicas devera

esclarecer essas interrogagoes.

12
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é E)bscrva-se que, em plantas normais, onde nio foram verificadas
alteragdes nos teores de agucarcs soluveis totais com as difcrentes pulverizagdes,
de mancira geral ndo sc verificaram também diferencas nas atividades das
invertases (Figu N ) e da sintase da sacaro@(Figura 6). Contudo, em
plantas dcpauperadas, somente a pulverizagdo das plantas com sacarose a 1%
permitiu a observa¢do de um padrio definido. Maiores aumentos nas atividades
em relagdo a testemunha foram observados, concomitantemente ao aumento nos
teores de agucares soliveis totais a partir dos 40 minutos. de pulverizagdo para as
invertases acidas da parcde (Figura 3), invertases ncutra (Figura 4), acida do
va}cuolo (Figura 5), ¢ sintase da sacarose (Figura 6).

s E\ clevagio na atividade de enzimas que degradam a sacarose em folhas
que rcceberam este carboidrato a 1% pode estar associada ao aumento na
concentragdo do agiicar enddgeno proporcionado por csta pulverizagﬁ% Estcs
resultados demonstram que parte importante do agacar "extra” foi assimilada na
propria folha, pois ja estd comprovado, para outras espécies de plantas, que, na
maioria das vezes, a utilizagio da sacarose depende de sua clivagem em reagio
catalisada pelas invertases ou sintase da sacarose (ap Rees, 1984., Kruger et al
1990).

A importincia dessas enzimas em tecidos com franca atividade de
crescimento, nos quais hexoses sio altamente exigidas como substratos para
diversos processos metabélicos como glicélise, ciclo dos acidos tricarboxilicos,
biossintese de amido, triacil glicerideos ou outras moléculas do metabolismo
primario ¢ secundario, tem sido demonstrada (Gayler ¢ Glasziou, 1972; Isla et al.,
1992; (Ho, 1988), como também a sintase da sacarose na expansdo ¢ divisdao
celular (Winter e Huber, 2000). Entretanto, ndo deve ser descartada a hipotese de
que a outra fragdo desse agicar pode ter sido exportada para tecidos drenos,

como as raizes, por exemplo).
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Independentemente dos tratamentos aplicados ¢ do estado fisiologico das
plantas, ndo foram observadas diferengas estatisticas na transpiragio das plantas
ao final do experimento (Figura 7). Resultados semclhantes foram observados na
analise da condutancia :cstomética (Figura 8), demonstrando um controle
cstomatico da transpirat;éa. Ecguerongc (1989), verificou que pulverizagdo
com sacarose a 5 ou 10% levou a manutengdo de um maior potencial hidrico em
plantas dc café sob condi¢des de desidratagdo, possivelmente pelo cfeito fisico
causado pela formagio de uma camada do agiicar sobre a superficic foliar,
reduzindo a perda de agua por transpirar;-:-i:)_:; Os resultados verificados neste
experimento comprovam a afirmagdo de Renma ¢ Favaro (2000) de que
pulverizagdes até 1% ndo devem funcionar como anti-transpirante, possivelmente

por ndo formar esta camada.

L 10%
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Figura 7-Transpiragdo foliar de mudas de cafeeiros sob duas concentragdes endogenas de
carboidratos, normal e baixa, apos a aplicagdio de sacarose nas concentragoes
0,5%, 1% ¢ dgua como testemunha, acs 240 minutos (As barras indicam o
intervalo de confianga da média a 95%).



Para varias culturas, tem-se obscrvado uma forte inibi¢do da fotossintese
pelo acimulo de carboidratos (glicose, frutose ¢ frutosanas) (Azcon-Bicto, 1983;
Foyer. 1988). Entrctanto, os resultados desse experimento mostram que o
acumulo de agucares soliveis totais experimentados pelas plantas depauperadas,
é[uando pulverizadas com sacarose a 0,5 ¢ 1.0% (FIGURA 2), estimulou a
fotossintese, cm comparagdo com a testemunha (Figura 9). Deve-se levar em
consideragdo que enzimas de degradagdo de sacarose foram imediatamente
ativadas quando da aplicagdo desses tratamentos (FIGURAS 3, 4 ¢ 5) ndo
permitindo com isto, um grande acimulo dos carboidratos a ponto de causar uma
retroinibi¢do. Por outro lado, em mudas normais, este estimulo na fotossintese

ndo foi observado (Figura 9).
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Normal Baixa
Figura 8 - Condutancia estomatica de mudas de cafeeiros sob duas concentragdes
enddgenas de carboidratos, normal e baixa, apos a aplicagdo de sacarose nas

concentragdes 0,5%, 1% e agua como testemunha, aos 240 min (As barras
indicam o intervalo de confianga da média a 95%).
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Figura 9- Atividade fotossintética em mudas de cafeeiros sob duas concentragoes
endogenas de carboidratos, normal ¢ baixa, apos a aplicagdio de sacarose nas
concentragdes (0,5%, 1% e dgua como testemunha, aos 240 mimutos (As barras
indicam o intervalo de confianga da média a 95%).

(r;.)\ IS
™ plantas cuja concentragdo de carboidratos seja normal, ndo foram

observados aumentos na concentragdo endogena de agicares quando da
pulverizagdo com sacarose ¢ nem diferencas significativas na atividade das
cnzirnasjﬁFigura 2. 3. 4 ¢ 5). Possivelmente, neste caso, a ndo utilizagdo, pelas
plantas dc concentragdo normal desse agicar exogeno  no tecido pode ter
impedido a atividade fotossintética, enquanto em plantas depauperadas este

aumento foi observado (Figura 9).



4.CONCLUSAOQ

Com base nos resultados obtidos ¢ nas condigdes observadas durante a
realizacdo dos experimentos, pdde-se concluir que:

E a pulverizagdo de cafeeiros com sacarose via folha somenté foi efetiva
em mudas com baixas reservas e na concentragio de 1%:

- provou aumento nos teores de agucares soluveis totais ¢ na atividade das
cnzimas invertases € sintase da sacarose;

- a atividade da sintasc da sacarose ndo variou muito entre as mudas
normais ¢ de baixa concentragdo, pelo fato de as analiscs terem sido feitas cm
folthas em crescimento (drenos);

- a fotossintesc foi estimulada em plantas com baixa concentragio de
reserva, apos terem sido pulverizadas com solugio de sacarose a 0,5% ¢ 1%;

- no que se refere a transpiragdo, nio foram observadas diferengas ao
final do experimento, independentc do tratamento, como também no estado
fisiologico das plantas. O mesmo resultado sc aplica para a condutincia

estomatica, comprovando o controle estomatico da transpiracéol
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ANEXOS

Anexo 1-Médias de agucares soltiveis totais e invertase acida de parede em fungiio do nivel
de reserva de carbono das mudas ¢ dos tratamentos efetuados dusante o

experimento
Agucares soliveis totais Invertase 4cida de parede
Normal Baixa Normal Baixa

Minuto 0% 05% 1% 0% 0,5% 1% 0% 05% 1% 0% 05% 1%

0 7577 7,563 7,330 4,437 4,457 4,420 0,182 0,182 0,182 0,083 0,082 0,082
40 9,870 5230 6,287 3,557 3,807 5467 0224 0232 0,150 0,037 0,040 0,040
80 6,183 6,023 6,157 3,737 3,550 5,939 0,128 0,157 0,132 0,070 0,049 0,081
120 6,526 6,717 7,007 4,466 4,780 7235 0255 0,246 0,215 0,041 0,070 0,084
160 10430 7,653 6,733 4,327 6,153 8,127 0,188 0,207 0,134 0,042 0,043 0,061
200 6,793 6,890 6,420 3,840 5743 7,580 0,153 0,207 0,177 0,037 0,060 0,073
240 6,853 6,770 7,017 6465 4,580 11,163 0,143 0,163 0,180 0,042 0,049 0,090

Total 7,748 6,692 6,707 4,404 4,724 7,133 0,182 0,199 0,167 0,050 0,056 0,073

Anexo 2-Médias de invertase neutra e invertase acida do vaciiolo em func@io do  nivel de
reserva de carbono das mudas e dos tratamentos efetuados durante o experimento

Invertase neutra Invertase dcida do vaciiolo
Normal Baixa Normal Baixa
Minutos 0% 05% 1% 0% 05% 1% 0% 0,5% 1% 0% 0,5% 1%

0 0,221 0,222 0,220 0,215 0,214 0,214 0,221 0,220 0,220 0,261 0,260 0,259
40 0.254 0,234 0,238 0,180 0,201 0,217 0,285 0,257 0,262 0,217 0,248 0,278
80 0213 0,221 0,179 0,181 0,217 0,249 0,143 0,166 0,129 0,223 0,260 0,322
120 0,222 0,233 0,234 0,223 0,201 0,252 0,250 0248 0,224 0,266 0,225 0,321
160 0,222 0,217 0,163 0,202 0,203 0,271 0,313 0,251 0,162 0,288 0,236 0,315
200 0,225 0,195 0,281 0,206 0,228 0,233 0,214 0,174 0,209 0,243 0,282 0,289
240 0,168 0,219 0,198 0,254 0,217 0,274 0,235 0,196 0,191 0,284 0,264 0,320

Total 0,218 0,220 0,216 0,209 0,211 0,244 0,237 0,216 0,200 0,255 0,254 0,301
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Anexo 2- Média de sacarose sintase em fungdo do nivel de reserva de carbono das mudas e
dos tratamentos efetuados durante o experimento
Sacarose sintase
Normal Baixa
Minutos 0% 0,5% 1% 0% 0,5% 1%
0 12,457 12,193 12,510 14,367 14217 14,323
40 13,767 13,903 15,173 14,367 14,180 15467
80 13,040 13,410 15,377 13,443 14,743 15,000
120 13,500 14,320 13,567 12,803 14,967 13,833
160 12,373 13,833 14,750 13,530 16,433 16,500
200 15,860 13,567 13,547 12,800 16,300 13,900
240 18,533 18,167 18,667 12,633 14,557 14,803
Total 14,219 14,199 14,799 13,420 15,057 14,832

Anexo 4- Médias de condutincia estomética, atividade folossintética e transpiragéio foliar
em fungio do nivel de reserva de carbono das mudas ¢ dos tratamentos

submetidos durante o experimento

Condutincia Atividade Transpiragiio
estomatica fotossintética Foliar
Tratamentos Normal Baixa Normal Baixa Normal Baixa
0% 0,037 0,020 3,470 1,293 1,087 0,350

0.5% 0,040 0,023 5,083 2,520 1,183 0413
1% 0,020 0,030 2,850 2,610 0,687 0,503
Total 0,032 0,024 3,801 2,141 0,986 0,422
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