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RESUMO: O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade das enzimas sacarose fosfato sintase, sacarose sintase
e invertase acida vacuolar em frutos, nos estddios de desenvolvimento verde, verde cana e cereja, de cafeeiros
submetidos a diferentes niveis de sombreamento (pleno sol, 35, 50, 65 e 90% de sombra). Foram utilizadas quatro
repeticdes, totalizando 20 parcelas, as quais foram constituidas por oito plantas uteis. Os tratamentos foram avaliados
em relacdo as atividades das enzimas invertase acida (IA), sacarose sintase (SuSy) e sacarose fosfato sintase (SPS) em
frutos nos estadios de desenvolvimento verde, verde cana e cereja. Os frutos colhidos no sombreamento com 35%
foram semelhantes aos frutos obtidos a pleno sol, em relagdo a atividade das enzimas invertase acida e sacarose sintase,
enquanto que os niveis com 50, 65 ¢ 90% de sombra alteraram o padrdo enzimatico. Este comportamento demonstrou
que o sombreamento a partir de 50%, provavelmente modificou o desenvolvimento do fruto, prolongando o periodo de
maturagdo. Ja em relacdo a SPS o sombreamento ndo alterou a sua atividade, sendo os maiores valores encontrados nos
estadios verde cana e cereja.
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SUCROSE METABOLISM IN COFFEE PLANTS SUBMITTED TO DIFFERENT LEVELS
OF SHADE

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the activity of enzymes sucrose phosphate synthase, sucrose
synthase and vacuolar invertase acid in fruits, in the development stages green, green yellowish and cherry, coffee
plants under different levels of shading (full sun, 35, 50 , 65 and 90% shade). Four replications were used, totaling 20
plots, which consisted of eight plants. The treatments were evaluated in relation to the activities of acid invertase
enzymes (IA), sucrose synthase (SuSy) and sucrose phosphate synthase (SPS) at the fruits in the development stages of
green, green yellowish and cherry. Fruits at 35% shading were similar to those obtained in full sun fruit in relation to
the activity of enzymes acid invertase and sucrose synthase, while levels of 50, 65 and 90% shade altered the enzyme
pattern. This behavior showed that the shading from 50%, probably modified the development of the fruit, prolonging
the maturation period. In relation to the SPS shading did not alter their activity, and the highest values found in green
yellowish and cherry stages.
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INTRODUCAO

O cafeeiro (Coffea arabica L.) é originario das florestas tropicais da Etidpia, onde pode ser encontrado sob a
protecdo de arvores. Na América Central a utilizagdo de sistemas agroflorestais na cafeicultura é uma técnica antiga e
muito difundida. No Brasil, embora haja predominio do cultivo a pleno sol, o uso de sistemas arborizados pode ser uma
estratégia sustentavel e economicamente viavel principalmente aos pequenos agricultores que podem obter com esse
tipo de cultivo melhores produtividades, além da renda alternativa das espécies arboreas cultivadas com o cafeeiro
(Morais et al., 2003; Kanten & Vaast, 2006; DaMatta et al., 2007; Gomes et al., 2008).

Nas folhas (local considerado como fonte), ocorre a sintese de carboidratos, os quais s@o translocados para os
tecidos drenos na forma de sacarose (Leite et al., 2009). Este carboidrato desempenha papel crucial nas plantas, pois é
uma molécula importante na distribuicdo de fotoassimilados e como fonte de carbono para manter o metabolismo da
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célula e o crescimento e desenvolvimento. Esses processos sdo acompanhados, durante a vida do vegetal, por constantes
mudangcas nas relagdes fonte-dreno (Roitsch & Gonzalez, 2004).

As disponibilidades de metabolitos (hexoses principalmente) para a sintese de sacarose e demanda por
produtos de sua degradagdo sdo fatores importantes a varios processos bioldgicos e sdo controlados por enzimas de
sintese ¢ de degradagdo (Winter & Huber, 2000). No café, a sacarose ¢ essencial para a qualidade da bebida, pois ¢ um
precursor de varios compostos quimicos que participam do aroma e sabor (Geromel et al., 2006), mas pouco se sabe
sobre sua parti¢do e também sobre as enzimas chave que controlam seu metabolismo, como: invertases (EC 3.2.1.26),
sintase da sacarose fosfato (SPS: EC 2.4.1.14) e sintase da sacarose (SuSy: EC 2.4.1.13).

Invertases catalisam a hidrolise irreversivel de sacarose em glicose e frutose e estdo envolvidas em varios
aspéctos do ciclo de vida vegetal e de respostas aos estimulos ambientais (Roitsch & Gonzalez, 2004). Em
contrapartida, a SPS funciona no sentido da sintese de sacarose (UDP-glicose + frutose-P — sacarose-P + UDP)
enquanto que a SuSy catalisa uma reagao reversivel (UDP-glicose + frutose — sacarose + UDP) (Sturm & Tang, 1999).

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade das enzimas sacarose fosfato sintase,
sacarose sintase e invertase em frutos, nos estidios de desenvolvimento verde, verde cana e cereja, de cafeeiros
submetidos a diferentes niveis de sombreamento (pleno sol, 35, 50, 65 ¢ 90% de sombra).

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Cafeicultura do Departamento de Agricultura (DAG) da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), localizada no municipio de Lavras-MG, cujas coordenadas geograficas sdo:
21°14° S e 45° 00 W, com altitude média de 918 m. A temperatura média anual do ar dessa regido ¢ de 19,4°C e as
médias anuais de temperatura, maxima e minima de 26,1 e 14,8°C, respectivamente, com precipitagdo anual de 1.529,7
mm (Brasil, 1992). O clima da regido ¢ classificado, segundo Kdppen, como do tipo Cwa, mas apresenta caracteristicas
de Cwb, com duas estagdes distintas: seca (abril a setembro) e chuvosa (outubro a margo).

A cultivar de Coffea arabica utilizada foi Acaid Cerrado linhagem MG-1474. Os cafeeiros foram plantados no
ano de 1998 no espagamento de 3,5 m x 0,5 m e renovados por meio da recepa, em 2007. Apos o inicio da primeira
producdo, no més de maio de 2009, as plantas foram submetidas a cinco niveis de sombreamento (pleno sol e sob telas
plasticas/sombrites de 35, 50, 65 ¢ 90% de sombra). Foram utilizadas quatro repeti¢des, totalizando 20 parcelas, as
quais foram constituidas por oito plantas uteis. Os tratamentos foram avaliados em rela¢do a atividades das enzimas
invertase acida (IA), sacarose sintase (SUS) e sacarose fosfato sintase (SPS) em frutos nos estadios de desenvolvimento
verde, verde cana e cereja.

O material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido, utilizando tampao Hepes 100 mM, pH 7,0 contendo 2
mM MgCl12, 5 mM EDTA, 10 mM 2-mercaptoetanol e 2% de 4cido ascorbico. Para cada 1g de material foi utilizado 5-
7 ml de tampdo resfriado a 4°C. O extrato foi deixado em gelo por 30 minutos, com agitagdo ocasional ¢ depois
centrifugado a 27.000 g por 20 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram recuperados e passados em colunas PD10 —
Sephadex G25 (Amersham biosciences). A eluigdo das proteinas foi feita com tampdo Hepes 20 mM, pH 7,0. Nos
extratos protéicos filtrados, foram determinados os teores de proteinas (Bradford, 1976) com o reagente da Bio-Rad.

A composicdo do meio de reacdo para a IAV foi 60 pg de proteina, 25 mM de sacarose e tampao citrato 50
mM, pH 3,5 (modificado de Yelle et al., 1991). As reagdes foram incubadas por 1 h, a 37°C e paralisada congelando as
amostras em nitrogénio liquido. Os aglcares redutores foram dosados pelo método de DNS (Miller, 1959). A
composicdo do meio de reagdo para a SuSy foi na dire¢do de sintese de sacarose, contendo 60 pg proteina, 25 mM de
uridina 5’-difosfoglicose (UDPQG), 25 mM de D-frutose e tampdao MES 50 mM, pH 6,0. As rea¢des foram incubadas por
1 hora a 30°C e as reagdes paralisadas com a adi¢do de KOH 30% e fervidas por 10 minutos. A sacarose formada foi
dosada pelo método de Van Handel (1968). A composicao do meio de reagdo para SPS foi de 60 pg proteina, 25 mM de
UDPG, 25 mM de frutose 6-fosfato, 30 mM de glicose 6-fosfato, 20 mM de fenil- B-glicoside e tampao fosfato 50 mM,
pH 7,5 (modificado de Lowell et al., 1989). As reagdes foram incubadas por 1 h, a 37°C e as reagdes paralisadas com a
adicdo de KOH 30% e fervidas por 10 minutos. A sacarose formada foi dosada pelo método de Van Handel (1968).

Os tratamentos foram dispostos no delincamento de blocos casualizados (DBC). A analise de variancia foi
realizada e quando significativa, as variaveis foram submetidas ao teste de Scott-Knot a 5% de probabilidade para o
estudo das médias, utilizando o programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2003).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas plantas cultivadas a pleno sol e com 35% de sombra houve comportamento semelhante em relagdo a
atividade da enzima invertase acida, em que os maiores valores foram obtidos no estadio verde, seguido dos demais
estadios de desenvolvimento do fruto. Com o aumento do sombreamento aos niveis de 50 e 65% ocorreu um aumento
da atividade desta enzima nos frutos colhidos no estadio cereja. Enquanto no maior nivel de sombra (90%) as maiores
médias foram encontradas nos estadios verde e verde-cana (Figura 1).
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Figura 1 — Atividade da invertase acida em frutos de cafeeiros em funcdo dos niveis de sombreamento e
estadios de maturagdo. Letras maitsculas comparam médias entre os estadios de desenvolvimento dos frutos dentro de
cada nivel de sombreamento, enquanto letras minusculas comparam as médias de cada estadio de desenvolvimento
entre os niveis de sombreamento, com base no teste de Scott Knott a 5 %.

Para a atividade da SuSy ndo foi observada diferenca significativa entre os estadios de desenvolvimento dos
frutos colhidos a pleno sol e com 35 % de sombra. Ja para os niveis de sombreamento com 50 e 65%, a maior atividade
desta enzima foi apresentada pelo estadio verde-cana. Entretanto com maior nivel de sombra os frutos no estaddio de
desenvolvimento cereja foram os que apresentaram maior atividade desta enzima (Figura 2).

0O Cereja
Aa Aa B Verde Cana
= 65 Aa Aa
E Aa Aa Aa O Verde
g Aa Aa
=
3 Ba
B 55
.g Ba
o) Bb
Bb
g Bb
@
& 45
Bb
35
0 35 50 65 90

Niveis de sombreamento (%)

Figura 2 — Atividade da SuSy em frutos de cafeeiros em funcdo dos niveis de sombreamento e estadios de maturagao.
Letras maitsculas comparam médias entre os estddios de desenvolvimento dos frutos dentro de cada nivel de
sombreamento, enquanto letras minusculas comparam as médias de cada estadio de desenvolvimento entre os niveis de
sombreamento, com base no teste de Scott Knott a 5 %.

A altera¢do no comportamento das enzimas invertase acida e SuSy demonstra que o sombreamento a partir de
50%, provavelmente alterou o desenvolvimento do fruto, prolongando o periodo de maturagao (Muschler, 2001). Planta
sombreada naturalmente ou artificialmente, pode fornecer graos de café de melhor qualidade, favorecendo um lento
amadurecimento e mais adequado enchimento dos grios, além de mudangas nas composi¢does quimicas dos frutos
(Vaast et al., 2006).

As invertases acidas, com atividade em pH 4 — 4,5 (Quick & Schaffer, 1996) ou estdo ligadas a parede celular,
envolvidas na parti¢do de sacarose, fora dos tecidos dreno, no apoplasto, estabelecendo um gradiente de concentracdo
de sacarose da fonte para o dreno (Escherich, 1980), ou estdo localizadas nos vacuolos das células, relacionadas no
armazenamento de acucares, regulagdo osmotica e respostas ao estresse abidtico (Roitsch & Gonzalez, 2004). De
acordo com a hipdtese que as hexoses favorecem a divisdo e expansao celular, as invertases servem de indicador para
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iniciacdo e expansdo de novas estruturas de drenos (Koch & Zeng, 2002), normalmente com atividade vacuolar
antecedendo a da parede celular (Andersen et al., 2002). A invertase extracelular ¢ uma enzima chave na rota de
descarregamento apoplastico. A distribui¢do de carboidratos por essa rota permite um mecanismo para um ajuste rapido
e flexivel, de acordo com a varia¢cdo na demanda (Roitsch et al., 2003). Essa invertase tem sido associada com o
transporte de aclicares em zonas de crescimento ativo, tais como frutos (Copeland, 1990). A invertase vacuolar (IAV)
parece controlar a rota primaria de clivagem da sacarose em tecidos em expansao (Winter & Huber, 2000) e em tecidos
maduros (Copeland, 1990) e contribui para o fluxo de hexose através do tonoplasto e para a entrada de hexoses no
metabolismo citoplasmatico.

A sacarose, subsequentemente, ¢ sintetizada de novo no citoplasma pela SuSy e pela SPS (Miron & Schaffer,
1991; Dali et al., 1992). A atividade da SuSy em frutos diminui com o desenvolvimento, paralelamente a perda das
conexdes simpldasticas e, eventualmente, acaba caindo abaixo dos niveis detectaveis no inicio da maturacdo (Robinson
et al., 1988; Wang et al., 1993).

Em relagdo a atividade da enzima SPS verificou-se que ela ndo sofreu influéncia dos niveis de sombreamento,
sendo que os maiores valores foram obtidos nos estadios mais tardios de desenvolvimento (cereja e verde-cana) (Tabela

1).

Tabela 1 — Valores médios da atividade enzimatica da sacarose fosfato sintase (SPS) em funcdo dos estadios de
maturagao de frutos de cafeeiros.

Estadio de maturagdo SPS (pg glicose/ug proteina)

Cereja 56,36 a
Verde cana 56,40 a

Verde 51,30 b

Média 54,68

(UM¢édias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5 %.

A SPS ¢é uma enzima chave na biossintese de sacarose tanto em tecidos fotossintéticos como ndo
fotossintéticos. Apesar de sua atividade ser bastante alta em tecidos fonte, nos tecidos dreno ela também esta ativamente
envolvida no ciclo de degradagdo e (re)sintese de sacarose o que contribui para a regulacdo na importacdo e
mobilizagdo desse carboidrato (Wendler et al., 1990).

A maior atividade da SPS nos estadios mais tardios de desenvolvimento do fruto pode estar relacionada ao fato
da sacarose ser, em caf¢, essencial para a qualidade da bebida, uma vez que é precursora de alguns compostos quimicos
que participam do aroma e sabor (Geromel et al., 2006).

CONCLUSOES

Os frutos colhidos no sombreamento com 35% foram semelhantes aos frutos obtidos a pleno sol, em relagdo a
atividade das enzimas invertase acida e sacarose sintase, enquanto que os niveis com 50, 65 ¢ 90% de sombra alteraram
o padrio de atividade enzimatica. Este comportamento demonstrou que o sombreamento a partir de 50%,
provavelmente modificou o desenvolvimento do fruto, prolongando o periodo de maturac¢do. Ja em relagdo a SPS o
sombreamento ndo alterou a sua atividade, sendo os maiores valores encontrados nos estadios verde cana e cereja.
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