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Resumo:

Procurou-se identificar potenciais mecanismos de protecdo contra a escaldadura em cafeeiros cultivadas no campo,
sob 50 e 100% da luz natural incidente. Foram analisadas folhas das faces do renque completamente expostas a luz, em trés
épocas: agosto e dezembro de 2003 e outubro de 2004. A fotossintese liquida foi muito baixa e similar nas plantas de
ambos regimes de luz em todas as épocas, especialmente a tarde. Tendéncia semelhante foi observada para a atividade da
rubisco. Observou-se fotoinibicdo cronica em agosto e uma discreta fotoinibi¢do dindmica em dezembro e outubro nas
plantas de ambos tratamentos. O angulo foliar foi sempre maior nas plantas a pleno sol em relagdo as sob sombra. Na
maioria das amostragens, a taxa de transporte de elétrons foi semelhante em plantas de ambos tratamentos. Verificou-se
tendéncia de maiores niveis de ascorbato nas plantas a pleno sol que naquelas sob sombra. Nao se observaram diferengas
substanciais nas atividades das principais enzimas antioxidantes, bem como na extensdo de danos celulares, entre plantas ao
sol ou a sombra. Em suma, os resultados indicam que o sombreamento ndo resultaria em prote¢do adicional contra a
escaldadura nas folhas mais expostas, tampouco contribuiria decisivamente para maximizar as trocas gasosas dessas folhas,
mas poderia limitar grandemente a fotossintese da folhagem mais interna, em fun¢do da menor disponibilidade de luz. Isso
parece explicar, em boa extensdo, o porqué de o sombreamento resultar em reducdes na produtividade de cafezais, pelo
menos em regides com caracteristicas climaticas proximas as 6timas para a cafeicultura.
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PHOTOSYNTHESIS AND MECHANISMS OF PROTECTION AGAINST PHOTOOXIDATIVE DAMAGES IN
Coffea arabica GROWN IN THE FIELD UNDER TWO IRRADIANCE LEVELS

Abstract:

We aimed to identify potential mechanisms of protection against photooxidation in coffee shrubs grown in the
field under 50 or 100% incident natural light. Leaves from sun-faced hedgerows were analyzed in three periods: August
and December 2003, and October 2004. Net photosynthetic rates were too small and similar between plants from both light
treatments, regardless of the sampling date, particularly at noon. A similar trend was found for Rubisco activity. A chronic
photoinhibition in August, and a discrete dynamic photoinhibition in December and October, were observed in both
treatments. Leaf angle was always steeper in sunlit than in shaded leaves. On most occasions, electron transport rates,
activities of key antioxidant enzymes, as well as cellular damages, were similar between sunlit and shaded leaves.
Summing up, results indicate that shading would not result in further protection against photooxidative damages to the
outer leaves, neither would contribute decisively to maximize their gas exchanges; on the other hand, shading could largely
constrain photosynthesis in the inner leaves due to lower light availability. This appears greatly to explain why shading
may be detrimental for coffee production, at least in regions with optimal or near-optimal climatic characteristics to the
coffee tree.

Key words: antioxidant system, coffee, photosynthesis, shading

Introducdo

O café Arabica é originario das florestas tropicais da Etiopia (Africa), onde é encontrado em estado espontineo
como vegetagdo de sub-bosque e desenvolve-se, portanto, permanentemente sob sombra. Assim, os primeiros cafezais eram
instalados sob sombra, numa tentativa de reproduzir-se, dentre certos limites, na lavoura, as condigdes ecoldgicas
presumivelmente mais adequadas a espécie. Ndo obstante, cafeeiros a pleno sol podem produzir satisfatoriamente e, em
muitos casos, mais que plantios a sombra. Dessa forma, o sombreamento, como pratica cultural regular, foi abandonado em
varias regides do mundo, como no Brasil e no Quénia.

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 estomatica nao seja
limitante (DaMatta 2004). Em todo o caso, o café ¢é caracterizado como uma espécie que apresenta valores de A
relativamente baixos (Silva et al. 2004). Em fung¢do disso, é comum a ocorréncia de irradidncias superiores as necessarias
para saturar a fotossintese, fato que pode resultar em perda de eficiéncia fotoquimica do fotossistema II (FSII), fendmeno
conhecido como fotoinibi¢do. Se a fotossintese e a fotorrespiragdo ndo utilizarem a maior fragdo do poder redutor gerada na



fase fotoquimica, pode ocorrer uma sobre-reducdo da cadeia de transporte de elétrons do cloroplasto e, nessa condig@o,
elétrons podem dai escapar e serem usados para reduzir o oxigénio molecular, levando a formagao de espécies reativas de
oxigénio (ERO’s) capazes de resultar em danos fotoinibitorios e fotooxidativos, popularmente conhecidos como
escaldadura.

Protegdo contra danos oxidativos pode ocorrer as expensas de aumento na dissipagdo térmica da energia de
excitagdo, por meio de carotendides, ou via metabolismo das ERO’s, em fun¢do 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), além da participacdo de moléculas
antioxidantes hidrofilicas (e.g., ascorbato e glutationa) e lipofilicas (e.g., a-tocoferol, B-caroteno) (Asada 1999, Ort e Baker
2002). Maior prote¢do contra excesso de irradidncia pode também ocorrer via alteragdo do angulo de orientacdo foliar, uma
vez que, quanto mais verticalizada estiver a folha, menor serd a interceptacao da radiag@o incidente (DaMatta 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 fotoprotegdo. O objetivo deste trabalho foi, pois,
identificar potenciais mecanismos de fotoprotecdo, bem como avaliar como tais mecanismos se ajustam diurna e
sazonalmente, em café. Para tal, plantas adultas foram cultivadas sob sombra e plena exposigdo solar, procedendo-se as
avaliagdes em folhas mais externas, ao longo do dia. Foram avaliadas as trocas gasosas, pigmentos fotossintéticos,
variagdes na interceptagdo da irradiancia, utilizagdo e dissipag@o da energia absorvida, o metabolismo antioxidante e danos
celulares.

Material e métodos

O experimento foi conduzido em Vigosa (altitude 690 m; 20°45’S, 42°15°W), em Vigosa, Minas Gerais. Foram
utilizadas plantas de Coffea arabica L. cv. Catuai Vermelho, cultivadas sob espagamento de 3,0 x 1,0 m, plantadas em
novembro de 1989, com uma planta por cova, em Latossolo Vermelho-Amarelo distréfico, com o plantio orientado no
sentido leste-oeste. Em agosto de 1998, as plantas foram recepadas. Foram avaliadas plantas a pleno sol e sob 50% de luz
solar direta, sendo para este tratamento utilizado, a partir de outubro de 2001, sombrite com a referida capacidade de
retengdo de luminosidade. O experimento foi disposto em blocos casualizados, com seis repetigdes, ¢ analisado em
esquema fatorial (2x3, dois niveis de irradidncia e trés épocas).

As medi¢des e amostragens foram feitas em dias sem nuvens, com insolagdo superior a 9 h: 20 de agosto ¢ 12 de
dezembro de 2003, e 30 de outubro de 2004. Nessas datas, as temperaturas do ar minima e maxima foram, respectivamente,
8.6 € 26.5°C, 18.2 € 34.0°C, e 15.5 ¢ 29.4°C. De 20 de maio a 20 de agosto de 2003, houve apenas 31 mm de precipitagio,
dos quais 22.5 mm ocorreram em 16 de agosto. Houve precipitacdo abundante nos dias precedentes as outras épocas de
medic¢des. Em agosto, época fria e seca, o café apresenta taxas negligenciaveis de crescimento vegetativo e fotossintese; em
dezembro, época quente e chuvosa, as taxas de crescimento e fotossintese sdo freqiientemente limitadas pelas altas
temperaturas; e em outubro, época chuvosa e de temperatura mais amena, as taxas de crescimento vegetativo e de
fotossintese sdo mais elevadas (Silva et al. 2004). Nas épocas selecionadas, folhas da face norte, em agosto, e da face sul,
em outubro e dezembro, foram expostas a radiagio solar incidente ao longo de todo o dia. Todas as medicdes e
amostragens foram feitas em folhas expandidas do ter¢o superior das plantas, utilizando-se apenas folhas das faces do
renque do cafezal completamente expostas a radiagdo solar. Amostras foliares foram coletadas ao meio-dia e,
posteriormente, armazenadas a -80°C até a analise.

As taxas de assimila¢do liquida do carbono (A) e a condutdncia estomatica (g;) foram medidas sob luz e
concentragdo de CO, ambientes, com um analisador de gases a infravermelho (LCA4, ADC, Reino Unido).

A eficiéncia maxima do FSII foi estimada pela razo entre as fluorescéncias variavel e maxima, F/F, = (F,-Fo)/F,.
O rendimento quantico do transporte de elétrons através do FSII (®pgy) foi estimado, aplicando-se um pulso de luz
saturante (6000 pmol m™ s™) por 1 s (Pinheiro et al. 2004). A taxa de transporte de elétrons (TTE) foi estimada como:
[RFA interceptada pela folha] x [absorpténcia foliar] x ®ggy x 0.5.

Foram determinadas a concentragdo de ascorbato, as atividades de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX e GR)
e danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, por meio da peroxidagdo de lipidios, via acumulo de
aldeido maldnico, e pelo extravasamento de eletrolitos, conforme Pinheiro et al. (2004). A atividade da rubisco foi medida,
rastreando-se a oxidagdo do NADH a 340 nm (Sharkey et. al. 1991). Clorofilas foram quantificadas conforme Lichtenthaler
(1987).

Resultados e discussédo

O cafeeiro tem sido caracterizado por apresentar baixas taxas de assimilagdo liquida do carbono (A), mesmo sob
condi¢les otimas de cultivo (Silva et al. 2004), e os resultados aqui apresentados corroboram esse registro. Em agosto,
época relativamente seca e fria, apesar de a temperatura foliar (ndo mostrado) situar-se numa faixa presumivelmente mais
adequada para o funcionamento normal do aparelho fotossintético, os valores de A foram extremamente baixos ao longo do
dia (Fig. 1), mesmo ndo se observando déficits hidricos internos severos. Mesmo em dezembro ou outubro, quando se
esperariam taxas maiores de crescimento e de fotossintese, os valores de A foram de modo geral baixos (Fig. 1) e bem
inferiores aos valores méaximos ja relatados para café cultivado em condigdes de campo (~12 pmol m™ s™), conforme
mostrado por Silva et al. (2004). Estas informagdes pressupdem a ocorréncia de limitagdes a fotossintese, que podem ser de
natureza estomatica e/ou ndo-estomatica. Apesar de a condutancia estomatica ter sido muito baixa (valores maximos de 55



mmol m™ s'; ndo mostrado), as atividades inicial e total da rubisco (esta, ensaiada sob condi¢des 6timas) foram também
muito reduzidas (valores maximos de 6 umol m™ s'; ndo mostrado), evidenciando limitagdes da capacidade carboxilativa.
Contudo, limitagdes in vivo a capacidade de carboxilagdo ndo devem estar associadas a redugdes em TTE, visto que A foi
reduzida em maior extensdo que aquele parametro (Fig. 1), donde pode-se inferir que potenciais fotodanos ou fotoinibigado
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 negligenciaveis devem ter contribuido para
ocorréncia de limitagdes bioquimicas e biofisicas a fotossintese, conforme proposto por Silva et al. (2004).
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Em dezembro e em outubro, os valores de F,/F, na antemanha (ndo mostrado) estiveram dentro de uma faixa 6tima
(0,80-0,83) relatada por Bjorkman e Demmig (1987). Ao longo do dia, nessas épocas, ndo foram observados valores de
F,/F,, inferiores a 0,75, mesmo nas plantas a pleno sol (Fig. 1). Por conseguinte, potenciais decréscimos na razao F,/F,
devem ser atribuidos a mecanismos de fotoprotegéo, i.e., fotoinibi¢do dindmica (Asada 1999). Por outro lado, em agosto,
foram observados, sistematicamente, menores valores de F,/F, associados com maiores valores de F,, mesmo na
antemanhd, independentemente dos tratamentos aplicados. Estes resultados indicam ocorréncia de uma discreta
fotoinibi¢do cronica, na medida em que ndo se observou recuperacao da eficiéncia fotoquimica do FSII apés o periodo
noturno. Redugdes persistentes na eficiéncia do FSII tém sido atribuidas a retencdo de componentes desepoxidados do ciclo
das xantofilas (zeaxantina e anteraxantina), os quais poderiam participar ativamente na dissipag¢do de energia de excitagdo
e, desse modo, proteger o FSII de sobre-excitacao e fotodanos (Gilmore 1997). Alternativamente, reducdes sustentadas de
F,/F,, podem também resultar de acimulo de centros de rea¢do ndo-funcionais do FSII e de fotoinativacgdo parcial do FSII
(Niyogi 1999). Esses tltimos processos também conduzem a dissipacdo do excesso de fotons como calor, mas, em ultima
analise, resultariam em fotodanos ap6s exposi¢do prolongada dos tecidos foliares a irradiancias excessivas. Nas condi¢des
de agosto, A extremamente baixa, quer em plantas ao sol ou & sombra, favorece a hipdtese de que a fotoinibigdo 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 peroxidagdo de
lipideos, eles foram de pequena magnitude, quando comparados com os dados obtidos em dezembro (Fig. 2).



A reducdo da absor¢do da energia radiante, via decréscimos na concentragdo de clorofilas, aumentos do angulo de
inclinagdo foliar e maior reflectancia da folha, podem ser meios para as plantas se defenderem contra irradiancias
potencialmente fotoinibitérias (DaMatta 2003). Neste trabalho, pdde-se observar maiores angulos de inclinagdo das folhas
de plantas ao sol que a sombra (ndo mostrado). Isso deve acarretar, proporcionalmente, menor interceptagdo do fluxo de
energia radiante por unidade de area foliar incidente nas plantas a pleno sol (DaMatta 2003). De qualquer modo, além da
menor interceptacdo da irradidncia, a menor concentracdo de clorofilas (Fig. 2) deve ter concorrido para reduzir a
absorptancia foliar e, pois, reduzir a quantidade total de energia efetivamente absorvida pelos fotossistemas,
particularmente nas plantas sob plena exposigdo solar.

Os decréscimos em @rgy;, provavelmente associados a aumento da dissipagdo nao-fotoquimica da energia absorvida
(Niyogi 1999), acarretaram fortes reducdes 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 (Fig. 1).
Conseqiientemente, a magnitude da geragdo de poder redutor e ATP ndo 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 deva também ter sido semelhante entre essas plantas, na maioria das
amostragens.
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Em virtude do desequilibrio entre absor¢do e utilizacdo da energia radiante (A foi reduzida em extensdo maior que
TTE; Fig. 1), presume-se que tenha ocorrido um excesso de poder redutor. A fim de evitar-se a formacdo de ERO’s, que
levaria a ocorréncia de dano ao aparelho fotossintético, aquele excesso deve ser dissipado, e.g., via reagdo de Mehler e
fotorrespiracdo (Asada 1999, Ort e Baker 2002). Nao obstante, em agosto, observou-se, de modo geral, menor atividade das
enzimas antioxidantes (Fig. 2), apesar da ocorréncia de fotoinibicdo cronica associada a muitas horas de insolagdo naquela
época. Possivelmente, a reducdo aparente da atividade do FSII e fotoinativacdo seja aumentada sob temperaturas noturnas
mais baixas, na medida em que a sintese protéica é reduzida. Por outro lado, nas outras épocas avaliadas, a alta atividade da
CAT pode estar relacionada a maior produgdo de H,O, nos peroxissomos, devido a um provavel aumento na taxa de
fotorrespiracdo (Ort e Baker 2002). Nao esta claro, todavia, porque as atividades da SOD e da APX, assim como os niveis
de ascorbato, foram substancialmente menores em dezembro em relagdo a outubro. Uma possivel explicagdo poderia



envolver um maior nimero de horas de insolagdo em outubro que em dezembro e, portanto, maior pressdo de excitagdo
naquela época.

A tendéncia de maiores niveis de ascorbato reduzido (Fig. 2), conforme observado nas plantas a pleno sol em
agosto ¢ outubro, pode, portanto, ter contribuido para aumentar a capacidade antioxidante dessas plantas em relagdo a das
plantas sob sombra. De acordo com Wise e Naylor (1987), a manuteng@o do estoque de ascorbato auxiliaria grandemente as
plantas a protegerem-se contra estresse oxidativo, e pode ser considerada como um indicador fisiolégico de um sistema de
defesa eficiente contra danos oxidativos. Os niveis de outros antioxidantes importantes, como o a-tocoferol (ndo
mensurado neste trabalho), sdo usualmente maiores em plantas a pleno sol que sob sombra. Conjuntamente, esses
compostos poderiam auxiliar um possivel aumento da capacidade de dissipagdo de excessos potenciais de energia de
excitacao nas plantas sob completa exposicao solar. Tal condi¢ao 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.

Conclusoes

Além de poder alterar a absor¢@o da energia radiante, o cafeeiro pode também dissipar satisfatoriamente o excesso
da energia absorvida, ainda que A seja consideravelmente baixa. As diferengas relativamente pequenas na magnitude das
trocas gasosas, da concentragdo de clorofilas, da fotoinibigdo ¢ da capacidade antioxidante, aliadas a ocorréncia de danos
celulares discretos e em extensao muito similar entre folhas de plantas a pleno sol e sob sombra, sugere que o cafeeiro pode
responder plasticamente as variacdes da irradidncia. Estes resultados corroboram a asser¢do de DaMatta (2004) de que o
cafeeiro ¢ uma planta facultativa de sombra, ou, alternativamente, uma espécie com plasticidade relativamente elevada de
seu aparelho fotossintético as variagdes da irradidncia. 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 fungdo da menor disponibilidade de luz. Isso parece explicar, em boa extensdo, o porqué de o sombreamento resultar
em reducdes na produtividade de cafezais, pelo menos em regides com caracteristicas climaticas proximas as Otimas para a
cafeicultura (DaMatta 2004), como parecem ser as da regido de Vigosa.
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