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RESUMO

CAVATTE, Paulo Cezar. D.Sc. Universidade Federal de Vicosa, abril de 2011.
Variagbes morfofisioldgicas na aclimatagdo e reaclimatacdo do cafeeiro a
disponibilidade de luz e de agua. Orientador: Fabio Murilo DaMatta. Co-Orientadores:
Fernando Javier Valladares Ros e Marilia Contin Ventrella.

No presente trabalho, plantas de Coffea arabica submetidas a combinacdo de condi¢bes
contrastantes de luz (sombra e pleno sol) e dgua (déficit hidrico e capacidade de campo)
foram avaliadas para investigarem-se os efeitos da interacdo desses fatores sobre (i) a
plasticidade e integracdo fenotipica, (ii) custos de construcdo, manutencdo, composi¢ao
quimica e tempo de retorno do tecido foliar, e (iii) as relagdes entre a disponibilidade de
luz e tolerancia a seca. Para tal, plantas foram cultivadas por oito meses sob
sombreamento (15% da radiacdo solar) e a pleno sol. Apds a emissdo do oitavo par de
ramos plagiotropicos, os dois tratamentos luminicos foram, entdo, combinados com dois
niveis de agua disponivel no solo (déficit hidrico e capacidade de campo, aqui definidos
como sendo 30 e 100% de agua disponivel no solo, respectivamente); plantas cultivadas
a sombra foram transferidas para pleno sol e vice-versa. No primeiro experimento,
testou-se a hipdtese de que a integracdo fenotipica é fundamental para coordenar as
alteracdes fisiologicas e morfoldgicas (plasticidade fenotipica), associadas com a taxa de
crescimento relativo (TCR), sob disponibilidade limitada de recursos (luz e agua). Os
resultados da analise de crescimento e de trilha revelaram que TCR foi fortemente
associada com a taxa assimilatoria liquida, sem contribuicdo significativa da area foliar
especifica e da razdo de massa foliar. Os fendtipos mais integrados exibiram as maiores
variacbes em TCR sob limitacBes de recursos. Em contraste com a visdo atual, a
plasticidade e a integracdo fenotipica foram positivamente relacionadas. No segundo
experimento, foram analisados os efeitos combinados da disponibilidade de luz e agua
sobre a TCR, composicdo quimica, custos de construcdo e manutencédo do tecido foliar e

0s beneficios em termos de tempo de retorno. No geral, a maioria das caracteristicas
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avaliadas foram mais sensiveis a disponibilidade de luz do que a variagdo do suprimento
hidrico. Maior custo de construcdo (12%), principalmente associado com maior
concentracdo de fenois sollveis totais, foram encontrados em folhas expandidas a pleno
sol, havendo correlagdo positiva entre a concentragdo destes compostos com TCR. O
tempo de retorno foi notavelmente inferior em folhas expandidas a pleno sol e, aumentos
significativos ocorreram em folhas expandidas sob deficiéncia hidrica. As diferencas nos
custos de manutencdo entre os tratamentos foram pequenas, sem qualquer impacto
significativo sobre a TCR, ndo houvendo competicdo na alocacdo de recursos entre o
crescimento e a defesa. Destaca-se que a maior proporcdo do nitrogénio (N) foliar
(>70%) foi alocado em compostos do metabolismo secundario, ndo associados a
fotossintese e, portanto, uma baixa eficiéncia fotossintética do uso do N se torna
implicita, independentemente da disponibilidade de luz e de &gua. No terceiro estudo,
baseado em evidéncias indiretas, hipotetizou-se que o sombreamento poderia atenuar 0s
impactos negativos da seca em C. arabica. Uma gama (49) de -caracteristicas
morfologicas e fisiologicas foram examinadas para avaliar se 0s impactos combinados da
disponibilidade de luz e de agua, sobre a morfologia e a fisiologia, seriam positivos,
negativos ou independentes. No geral, as caracteristicas avaliadas apresentaram fraca ou
insignificante resposta para a interacdo entre os fatores agua e luz, explicando menos de
10% da variacdo total dos dados. Apenas pequenas variagcdes na alocacdo de biomassa
foram observadas entre os tratamentos. A pleno sol, a seca limitou a taxa fotossintética
via limitagdes estomaticas, sem nenhum sinal de fotoinibicdo aparente; a sombra, tais
restricdes eram aparentemente ligadas a fatores bioquimicos. No geral, o0 sombreamento

ndo atenuou os impactos negativos da seca.
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ABSTRACT

CAVATTE, Paulo Cezar. D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, April, 2011.
Morphophysiological changes during acclimation and reacclimation of coffee plants
in response to the light and water availability. Adviser: Fabio Murilo DaMatta, Co-
advisers: Fernando Javier Valladares Ros and Marilia Contin Ventrella.

In this study, plants of Coffea arabica subjected to a combination of contrasting light
(shade and full sun) and water (drought and field capacity) conditions were assessed to
investigate the effects of the interaction of these factors on (i) the phenotypic plasticity
and integration, (ii) construction and maintenance costs, chemical composition and
payback time of leaves, and (iii) the relationships between the availability of light and
drought tolerance. Seedlings were grown for eight months under shade (15% of solar
radiation) and full sun. Following the appearance of the eighth pair of plagiotropic
branches, the two light treatments were then combined with two levels of available soil
water (drought and field capacity, here defined as 30 and 100% available soil water,
respectively); plants grown under shade were also transferred to full sun and vice versa.
In the first experiment, it was tested the hypothesis that phenotypic integration is
essential to coordinate physiological and morphological traits (phenotypic plasticity)
associated with the relative growth rate (RGR) under limited availability of resources
(light and water). Growth and track analyses revealed that RGR was strongly associated
with net assimilation rate, without significant contribution of specific leaf area and leaf
weight ratio. The more integrated phenotypes exhibited the largest variations in RGR
under resource constraints. In contrast to the current view, phenotypic plasticity and
integration were positively related to each other. In the second experiment, the combined
effects of light availability and water on the RGR, chemical composition, construction
and maintenance costs of the leaf tissue and the benefits in terms of payback were

analyzed. In general, most traits were more sensitive to the availability of light than the
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variation of the water supply. Increased construction costs (12%), mainly associated with
higher concentrations of total soluble phenolics, were found in sun-expanded leaves.
There was a positive correlation between these compounds and the RGR, the net carbon
assimilation rate and the carbon isotope composition ratio, which, in turn, correlated
negatively with the specific leaf area. The payback time was remarkably lower in the sun
than in shade leaves and increased greatly in water-deprived plants. The differences in
maintenance costs among the treatments were narrow, with no significant impact on the
RGR, and there was no apparent trade-off in resource allocation between growth and
defence. It is noteworthy that the largest proportion of leaf nitrogen (> 70%) was
allocated to secondary metabolic compounds, not associated with photosynthesis and
therefore a low photosynthetic nitrogen use efficiency becomes implicit, regardless of
the availability of light and water. In the third study, based on indirect evidence, it was
hypothesized that shading could mitigate the negative impacts of drought in C. arabica.
A variety (47) of morphological and physiological characteristics were examined to
assess whether the combined impacts of the available light and water on the morphology
and physiology would be positive, negative, or independent. Overall, the traits evaluated
showed weak or negligible response to the light x water interaction, explaining less than
10% of total data variation. Only minor variations in biomass allocation were observed
among the treatments. Under ull sun, drought limited the photosynthetic rates through
stomatal limitations without any apparent sign of photoinhibition; in the shade, such
restrictions were apparently linked to biochemical factors. Overall, the shading did not

alleviate the negative impacts of drought on the coffee tree.
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|. CAPITULO |

Introducéo geral

A grande maioria dos estudos realizados sobre plasticidade fenotipica associando-
se os efeitos combinados das disponibilidades de agua e de luz foi feita em espécies de
regibes temperadas e mediterraneas; com efeito, estudos para se avaliar esses efeitos em
espécies lenhosas tropicais com potencial agronémico sdo virtualmente inexistentes. No
caso particular do cafeeiro, que, em condices de campo, pode facilmente estar
submetido aos efeitos concomitantes dos estresses hidrico e luminoso, a compreenséo de
suas respostas ecofisiologicas a esses estresses reveste-se de alta complexidade. Faz-se
necessaria, portanto, a instalacdo de experimentos em desenhos fatoriais para explorar o
efeito funcional da plasticidade fenotipica do cafeeiro, em resposta a diferentes
condicdes hidricas, luminicas e aos efeitos combinados desses fatores, como forma de
dissociarem-se os efeitos de cada um deles. Esta abordagem podera permitir concluir o
qué realmente esta contribuindo para determinar a estratégia da espécie frente a

deficiéncias de recursos.

1.1 Crescimento e disponibilidade de recursos

Devido a natureza sedentaria das plantas, muitos dos seus aspectos ecofisioldgicos
sdo fortemente influenciados pela variacdo espacial e/ou temporal na disponibilidade de
recursos acima (luz e CO;) e abaixo (agua e nutrientes) do solo. As plantas podem alterar
0 padréo de alocacdo de biomassa para os diferentes 0rgdos em resposta a diferentes
disponibilidades de recursos, de forma a maximizar os investimentos (Poorter e Nagel,
2000). Segundo a teoria do "equilibrio funcional™ (Brouwer, 1962), as plantas aumentam

a alocacéo de biomassa para a parte aérea se o0 ganho de carbono for afetado por recursos
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limitantes acima do solo, como luz e CO,. Da mesma forma, as plantas aumentariam a
alocacao de biomassa para as raizes quando submetida a baixos niveis de recursos abaixo
do solo, como agua e nutrientes. Assim, a flexibilidade da alocagdo de biomassa € vista
como uma estratégia importante para as plantas maximizarem a taxa de crescimento em
ambientes com disponibilidade variavel de recursos (Poorter e Nagel, 2000; Sultan,
2000). Contudo, o efeito de flutuacbes na disponibilidade de recursos sobre o
desempenho da planta (sobrevivéncia, crescimento e reproducdo) dependera da
capacidade do vegetal de ajustar o seu fendtipo de forma adequada e com certa
velocidade. Dessa forma, a plasticidade fenotipica somente sera adaptativa (funcional) se
for devidamente coordenada com as flutuacGes ambientais, influenciando positivamente
0 desempenho da planta (Sultan, 2004).

A taxa de crescimento relativo (TCR) pode ser representada matematicamente
pela equacdo: TCR = AFE x TAL x FMF. A area foliar especifica (AFE), definida
como a quantidade de area foliar produzida por unidade de massa foliar, € uma variavel
que reflete aspectos da morfologia foliar, como densidade e espessura. A fragcdo de massa
foliar (FMF) é uma caracteristica morfoldgica que define a fragdo da biomassa total
distribuida para as folhas, i.e. uma medida do investimento da planta em orgaos
fotossintéticos. O componente fisioldgico de TCR é representado pela taxa assimilatria
liquida (TAL), que expressa o resultado do balanco liquido de CO, entre os ganhos
obtidos pelo processo fotossintético e as perdas pela respiracdo das folhas, ramos e
raizes. A AFE é geralmente descrita na literatura como sendo o principal fator associado
com variacBes em TCR (Lambers et al., 2008). Contudo, estudos recentes desafiam a
visdo geral de que AFE seria o principal fator determinante de TCR. Tem-se proposto
que a importancia de TAL sobre TCR pode ser marcante quando as plantas séo
cultivadas em altas irradiancias (Shipley, 2002). Assim, a hipdtese de que AFE seja o
principal fator associado com variagdes em TCR deriva-se, em parte, do fato de, em
muitos experimentos, as plantas terem sido cultivadas em baixas irradiancias (< 300
umol m? st de radiacdo fotossinteticamente ativa) (Shipley, 2002). Portanto, a
importancia de pardmetros morfologicos e/ou fisioldgicos mudaria, de acordo com a
irradiancia a que a planta estiver submetida.

Destaca-se que a maioria dos estudos de crescimento de plantas foi realizada sob
condi¢bes controladas, ndo limitantes, sem mudancas periddicas da temperatura,
radiacdo, umidade e disponibilidade de nutriente. Nessas condigdes, espera-se que
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caracteristicas morfologicas (e.g. AFE e FMF) sejam mais relevantes na determinacao de
TCR do que variaveis fisioldgicas (e.g. fotossintese e respiracdo e, consequentemente,
TAL), que sdo variaveis com resposta plastica as variagdes da disponibilidade de
recursos do ambiente. No entanto, quando a disponibilidade de recursos € limitante, e
considerando-se periodos de curta duracao (dias ou semanas), diferencas interespecificas
em TCR parecem ser explicadas por varidveis dindmicas, como TAL. Em contraste, em
periodos longos (meses), particularmente quando ha pequenas flutuagbes na
disponibilidade de recursos, a importancia de TAL pode ser minimizada, e caracteristicas
morfoldgicas tornar-se-iam mais relevantes na determinacdo do padrdo de crescimento
das espécies (Shipley, 2000; Shipley, 2002; Villar et al., 2005).

1.2 Plasticidade fenotipica: Importancia e conceitos

Devido ao cenario atual de mudancgas climaticas globais, e considerando-se que 0s
principais avangos na agricultura foram concebidos para ambientes favordveis durante a
“Revolucdo Verde”, o desempenho de culturas sob condi¢des adversas em ambientes
marginais, fato antes ignorado, constitui-se atualmente em tema de constante debate
(Chaves e Oliveira, 2004). Nesse cenario, a plasticidade fenotipica [capacidade de um
determinado gendtipo de produzir diferentes fenotipos sob diferentes condigdes
ambientais (Bradshaw, 1965; Valladares et al., 2000; Pigliucci, 2001)] é um meio efetivo
de os organismos enfrentarem a heterogeneidade do ambiente, sendo uma estratégia
desenvolvida especialmente por organismos sesseis (Sultan, 2000). Frequentemente, a
plasticidade fenotipica é descrita como uma norma de reacdo [diagrama em que se
compara a média dos valores fenotipicos expressos por um genétipo, sob duas ou mais
condicdes ambientais] (Schlichting e Pigliucci, 1998) ou mediante indices de
plasticidade fenotipica (Valladares et al., 2006). Em todo o caso, devido ao fato de a
magnitude da plasticidade observada sob condic¢des naturais ser muitas vezes inferior ao
esperado, sugere-se a existéncia de custos e limites de plasticidade, podendo haver a
possibilidade de os custos superarem o0s beneficios (DeWitt et al., 1998). Os custos
podem variar, em funcdo da magnitude das condi¢Ges ambientais, e séo particularmente
mais importantes em ambientes estressantes (Steinger et al., 2003).

O padrdo de crescimento das plantas na fase juvenil diverge consideravelmente
daquele observado na maturidade (Evans, 1972); essas alteracGes, pre-programadas na

trajetoria do desenvolvimento, denominadas de mudancas alométricas, ocorrem mesmo
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na auséncia de variacdes nas condicdes do ambiente. Por exemplo, a relacdo entre
crescimento em altura e acumulo de biomassa em plantas é descrita tipicamente como
sendo curvilinea, ocorrendo, proporcionalmente, maiores incrementos na biomassa em
relacdo aos da altura. Esses padr@es de crescimento, definidos também como plasticidade
aparente, ndo devem ser considerados como um componente da plasticidade fenotipica
(Weiner, 2004). Assim, mudancas alométricas podem ser facilmente confundidas com a
plasticidade verdadeira em estudos que envolvem variagbes nas condi¢cdes ambientais
que afetam a taxa de desenvolvimento vegetal (McConnaughay e Coleman, 1999;
Preston e Ackerly, 2004). Contudo, a trajetoria ontogenética (deriva ontogenética) ndo
afeta apenas a forma e o tamanho das plantas, mas também altera a capacidade de
resposta as variagcdes do ambiente (Evans, 1972; Watson et al., 1995). Essas dificuldades
podem ser minimizadas avaliando-se plantas num mesmo estadio ontogenético,
principalmente quando o objetivo é estudar a plasticidade adaptativa (de Kroom et al.,
2005).

1.3 Plasticidade em ambientes heterogéneos

A resposta das plantas a uma combinacdo de dois ou mais fatores ambientes, em
niveis estressantes, € Unica e ndo pode ser extrapolada diretamente a partir da reposta a
cada fator atuando de forma isolada. O fato de a planta estar submetida a diferentes
niveis de fatores ambientes da origem a um fendétipo integrado (Pigliucci e Preston,
2004), podendo haver limites para a plena expressdo da plasticidade a um fator
individual. Assim, a plasticidade potencial para um determinado fator pode ser
influenciada por outros fatores bidticos e abidticos que co-ocorrem em ambientes
complexos, como 0s ambientes naturais. Os poucos estudos sobre a importancia da
integracdo fenotipica sugerem que ambientes estressantes levam a um aumento dos
niveis de integracdo fenotipica em plantas (Gianoli, 2004). Isso também poderia explicar
casos em que ha aumento dos custos e reducdo da plasticidade sob condigdes
estressantes. Embora bem estabelecido que as plantas se desenvolvam sob niveis
variados de diferentes fatores ecoldgicos, a maior parte dos estudos de plasticidade
fenotipica foi realizada considerando-se respostas a um unico fator ambiente (Valladares
et al.,, 2007). Assim, respostas plasticas a ambientes contrastantes tém sido

frequentemente relatadas como sendo adaptativas (Donohue et al., 2003; Dudley, 2004),



mas pode haver exce¢des (van Kleunen e Fischer, 2005), podendo existir respostas mal-
adaptativas (Sanchez-Gomez et al., 2006; Valladares et al., 2007).

As adaptagdes morfoldgicas e fisioldgicas ao ambiente luminico devem variar,
desde o nivel subcelular até niveis macroscépicos (Evans e Poorter, 2001). Folhas de sol,
comparadas com as de sombra, sdo geralmente menores e mais espessas, com maiores
taxas de fotossintese sob luz saturante, maiores taxas respiratérias, paredes celulares
mais espessas com maior grau de lignificacdo e maior contetdo de nitrogénio alocado na
maquinaria fotossintética e em mecanismos de fotoprotecdo (Evans e Poorter, 2001).
Registra-se, no entanto, que folhas de diferentes posicdes do dossel estdo expostas a
diferentes condicBes luminicas, e, no geral, aumentos de irradiancia estdo associados
com aumentos de temperatura, elevacdo da demanda evaporativa da &gua, e, portanto,
maior estresse hidrico (Niinements e Valladares, 2004). Assim, na medida em que a
folhagem se desenvolve, folhas inicialmente desenvolvidas sob alta irradiancia vao-se
tornando progressivamente sombreadas e, portanto, submetidas a menor irradiancia e
condigbes hidricas mais favordveis. Porém, inicialmente, os tecidos foliares
desenvolveram caracteristicas morfofisioldgicas visando a aumentar a tolerancia aos
efeitos negativos da alta irradiancia e do déficit hidrico. Contudo, quando essas folhas se
tornam sombreadas, aquelas caracteristicas poderdo resultar em maiores limitacbes a
fotossintese (resultante da reducdo da difusdo do CO, dos espacos intercelulares até o
sitio de carboxilagdo, nos cloroplastos), em menor eficiéncia de absorcdo da luz e da
utilizacdo do nitrogénio fotossintético (Niinements et al., 2006); além do mais, o
investimento em folhas mais espessas, com um maior contetdo de nitrogénio alocado em
maquinaria fotossintética, tenderd a ser ineficiente.

Conclui-se, entdo, que fenétipos promissores no ambito de um nivel de
determinado fator abi6tico podem ser mal adaptados para niveis de outro fator. Portanto,
uma resposta muito plastica as condicbes momentaneas, especialmente desfavoraveis,
podera produzir um fendtipo “desequilibrado” (mal-adaptado) ou oneroso para se manter
quando houver alteraces rapidas das condi¢cdes do ambiente, sugerindo que os custos de
plasticidade podem produzir um impacto negativo na evolugdo de fenotipos 6timos em
organismos que vivem em ambientes heterogéneos. Nesse contexto, a plasticidade
fenotipica requer um controle “inteligente” dos recursos captados para desenvolver
mecanismos eficientes, de forma que o individuo possa se adaptar as modificacdes do

ambiente; caso contrario, tornar-se-ia “desorganizado” (Trewavas, 2005).



1.4 Composicao quimica, custos de construcao e manutencao

Os constituintes quimicos mais importantes da biomassa vegetal sdo divididos em
oito categorias quantitativamente importantes: minerais, acidos organicos, proteinas,
carboidratos totais estruturais, carboidratos totais ndo-estruturais, lipideos, lignina e
fendis soluveis (Poorter e Villar, 1997), representando a soma desses compostos entre 80
a 100% da biomassa vegetal. A proporcdo de cada um desses compostos na biomassa
foliar € uma caracteristica importante, pois influencia diretamente a taxa de crescimento
da planta; além disso, apresenta implicacdes ecoldgicas tanto na sobrevivéncia da
espécie como nas taxas de reciclagem de nutrientes (Villar et al., 2005).

O custo de construcdo (CCO) de um tecido vegetal é definido pela quantidade de
glicose utilizada para a constru¢do de um grama de biomassa (Penning de Vries et al.,
1974; Williams et al., 1987). Esse valor nao inclui apenas a glicose disponibilizada para
a confeccdo de esqueletos de C, mas também o NAD(P)H e ATP gastos para conduzir as
reacOes que requerem energia para a formagdo da biomassa. Considerando-se a rota
biossintética mais provavel, a quantidade de glicose necessaria para construir um grama
de qualquer uma das oito classes de compostos pode ser calculada (Tabela 1; Penning de
Vries et al, 1983;. Lambers e Rychter, 1989). Como 0s custos de captacdo e transporte
sdo subtraidos da respiracdo de manutencdo, 0s custos de construcdo para 0s minerais
séo nulos. Dentre os grupos de compostos organicos, diferencas em CCO podem variar
por um fator de 3, salientando-se que os custos de construcdo de tecidos vegetais
dependerdo, especialmente, da contribuicdo relativa dos compostos mais caros, como

lipidios, lignina, fenois soluveis e proteina.

Tabela 1: Quantidade de glicose necessaria para a construcao e quantidade
de CO; produzido durante a sintese de um grama de diferentes compostos.

Custo de construcdo Producdo de CO;

e e (g glicose %) (mmol g™

Lipidios 3,03 36,5
Fendis solUveis 2,60 31,9
Proteinas 2,48 37,9
Lignina 2,12 13,1
Carboidratos estruturais 1,22 2,8
Carboidratos nao-estruturais 1,09 1,8
Acidos organicos 0,91 -1,0
Minerais 0 0

Conforme Penning de Vries et al. (1983) e Lambers e Rychter (1989).



A TCR de diferentes espécies pode ser correlacionada com concentracdes de
algumas substancias quimicas do tecido foliar. Em um estudo com 24 espécies herbaceas
constatou-se que o crescimento mais rapido (maior TCR) foi associado com
concentracOes elevadas de proteina e minerais e negativamente com os teores de
hemicelulose e lignina (Poorter e Bergkotte, 1992). A hipdtese de compromisso entre
crescimento e defesa pode explicar os padrées de composicao quimica foliar (Rhoades e
Cates, 1976; Coley 1988). Nesse contexto, a planta enfrenta uma competicdo energética
entre sintetizar compostos de defesa (que tém alto custo metabolico de sintese e
armazenamento) ou investir essa energia em outras fungdes, como crescimento,
manutencdo e/ou reproducdo. Em um estudo pioneiro (Coley, 1988) com 41 espécies
tropicais, 0 compromisso energético entre o crescimento e a defesa foi evidenciado.
Espécies que apresentaram maiores taxas de crescimento possuiam folhas com menores
concentracdes de compostos relacionados com defesas quimicas, disponibilizando para o
crescimento uma maior proporcdo energética; ndo obstante, essas espécies eram mais
propensas a desfolha por herbivoros. Em contraste, plantas com maiores concentragdes
de compostos de defesa em suas folhas cresceram mais lentamente, disponibilizando
grande proporcdo de energia na defesa, porém com a vantagem de serem menos
vulneraveis ao ataque de herbivoros. Salienta-se, contudo, que pode inexistir relacdo
negativa entre TCR e CCO, sugerindo que o significado funcional ndo depende apenas
do valor dos custos para a formacao da biomassa em si, mas para quais compostos estaria

sendo alocada essa energia (Villar et al., 2006).

1.5 Particularidades do café

A espécie Coffea arabica L. (café arabica) é originaria das florestas tropicais da
Etiopia (Africa), onde é encontrada em estado espontaneo como vegetacdo de sub-
bosque. Para se adaptar a esses ambientes sombreados, o cafeeiro teve que balancear a
frutificacdo, manutencdo e o crescimento da planta, gastando na producdo de frutos
apenas o0 excedente de fotoassimilados. Assim, o cafeeiro desenvolveu mecanismos
morfoldgicos e fisiologicos de adaptacdo, visando primariamente a sobrevivéncia e a
perpetuacdo da especie em tais condi¢Bes. No entanto, os trabalhos de melhoramento do
cafeeiro foram desenvolvidos de forma que a planta priorizasse a producédo de frutos em
detrimento da sua sobrevivéncia, nem que para isso fosse necessario um alto

investimento em insumos. Dessa forma, em muitas situacoes, cafezais a pleno sol podem
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produzir mais que aqueles sombreados (DaMatta e Rena, 2002). Como consequiéncia, o
sombreamento foi abandonado como uma pratica cultural regular em muitas regies do
mundo, como no Brasil. Ndo obstante, tem-se observado um interesse crescente na
reimplantacdo do sombreamento em cafezais, particularmente em &reas marginais que
apresentam grandes oscilacbes de temperaturas e ocorréncia de déficit hidrico, porque
essa pratica esta associada a conservacdo de recursos do ambiente e por permitir menor
uso de insumos para uma produgdo sustentdvel de café (DaMatta e Rena, 2002).
Contudo, o sombreamento parece uma técnica que ndo devera ser adotada sob condigdes
Otimas ou proximas as Otimas a cafeicultura, em funcdo do seu impacto negativo na
producdo nessas condices.

N&o apenas no Brasil, como também em diversos paises produtores de café, o
déficit hidrico é considerado como a maior limitacdo ambiental da produgdo do cafeeiro.
Nas principais regiGes cafeeiras, normalmente essa limitacdo ocorre associada a altas
temperaturas e irradiancias (DaMatta, 2004). Com efeito, as variacdes da temperatura do
ar e da umidade relativa e, portanto, do déficit de pressdo de vapor, estdo intimamente
associadas a flutuacdo diaria da radiacdo solar. Porém, em cafezais sombreados, pode
ocorrer decréscimo substancial no déficit de pressdo de vapor entre a copa e a atmosfera
e, em Ultima analise, na transpiracdo. Nessa condicdo, o gradiente absoluto de pressdo de
vapor entre 0s espacos internos da folha e o ar adjacente diminui e a transpiragdo passa a
depender muito mais da resisténcia do ar, e ndo da resisténcia estomatica. Assim, o
influxo de CO, para a fotossintese, na medida em que o estbmato permanece mais
aberto, ndo é acompanhado direta e efetivamente por perda de vapor d'agua, em face de a
contribuicdo da resisténcia do ar sobrepujar-se aquela da resisténcia do estdbmato. Isso
deve contribuir para otimizar a utilizacdo da agua pela planta (maior eficiéncia do uso da
agua) (DaMatta e Ramalho, 2006).

No cafeeiro, uma vez que se atinja a irradiancia de saturacdo (~600 umol (fotons)
m? s em folhas expostas), a fotossintese prossegue sem decréscimos substanciais até
cerca de 1200 pmol m? s (Kumar e Tieszen, 1980), ou mesmo 1400 pmol m? s*
(Ramalho et al., 2000). Isso pressupde que o café tenha mecanismos eficientes para
dissipar 0 excesso da energia incidente. Todavia, se a fotossintese e a fotorrespiracdo ndo
utilizarem a maior fracdo do poder redutor gerada na fase fotoquimica, pode ocorrer uma
sobre-reducdo da cadeia de transporte de elétrons do cloroplasto. Nessa condicdo,

elétrons podem dai escapar e serem usados para reduzir o oxigénio molecular, levando a
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formacéo de espécies reativas de oxigénio potencialmente capazes de resultar em danos
fotooxidativos (Lima et al., 2002; Pinheiro et al., 2004), popularmente conhecidos como
escaldadura. A ocorréncia de tais danos é exacerbada sob certas condi¢des, como déficit
hidrico, quando a utilizagdo fotoquimica da energia radiante diminui e 0s mecanismos de
defesa da planta podem ndo ser suficientes para dissipar a energia excedente. O
sombreamento, nesse contexto, poderia minimizar a ocorréncia da escaldadura (DaMatta
e Rena, 2002; DaMatta, 2004).
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I1. CAPITULO II

A plasticidade da taxa de crescimento relativo de Coffea
arabica em resposta a disponibilidade de luz e de agua €
coordenada pela integracéo fenotipica

2.1 Introducéo

Como organismos sésseis, as plantas sdo constantemente expostas a uma gama de
fatores ambientes potencialmente estressantes, e respondem a tais fatores via alteragdes
morfoldgicas e fisiologicas tanto em nivel de 6érgdo como em nivel de individuo. Nesse
contexto, a plasticidade fenotipica, PF [capacidade de um determinado genoétipo de
produzir diferentes fenotipos sob diferentes condi¢bes ambientais (Bradshaw, 1965;
Valladares et al., 2000; Pigliucci, 2001)] é um meio efetivo de um individuo enfrentar a
heterogeneidade do ambiente, via producdo de fendtipos adequados para uma condi¢cdo
ambiental particular. Contudo, PF somente terd um valor adaptativo se for devidamente
coordenada com as flutuacbes ambientais, afetando positivamente o desempenho da
planta (Sultan, 2004).

Luz e agua sdo dois dos mais importantes fatores ambientes que afetam o
crescimento e o desempenho de uma espécie. Muitos estudos tém sido desenvolvidos
para se avaliar PF em resposta aos efeitos isolados desses fatores, mas muito pouco tem
sido feito para examinarem-se os efeitos combinados da disponibilidade de luz e de 4gua
sobre PF. Registre-se que, em condicGes de campo, plantas enfrentam uma gama de
limitacOes (estresses) que ocorrem simultaneamente, e suas respostas a fatores ambientes
multiplos sdo frequentemente diferentes quando comparadas com as respostas a um fator
isolado (Valladares et al., 2007). Especificamente, plantas respondem a reduzida
disponibilidade de luz e de &gua via decréscimos na producdo de biomassa. Todavia,
enquanto os individuos usualmente expressam sua PF a baixa disponibilidade luminica
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via aumentos na particdo de biomassa para a parte aérea, produzindo folhas com maior
tamanho e area especifica, além de maior concentracdo de clorofilas por unidade de
massa, respostas inversas sdo normalmente observadas sob disponibilidade hidrica
reduzida (Lambers et al., 2008). Considerando-se que o fendtipo expresso por um
individuo em resposta a um dado fator ambiente € o resultado da integracdo de seus
caracteres (Pigliucci, 2003), alguns autores (e.g. Gianoli e Palacio-L6pez, 2009) tém
sugerido que a integracdo fenotipica, IF [expressa em termos do numero de correlacdes
fenotipicas significativas entre caracteristicas funcionalmente relacionadas (Pigliucci e
Preston, 2004)] poderia limitar a expressdo de PF em resposta a fatores multiplos do
ambiente. Em contraste, Malitt et al. (2010) recentemente observaram, em Lepidium
bonariense, consideravel PF de suas respostas fenotipicas multiplas a disponibilidade de
luz e de agua, mas sem alteracdo de IF. Esses autores postularam que, embora os fatores
luz e &gua influenciassem a amplitude das caracteristicas fenotipicas, a estrutura da
covariancia permaneceu inalterada, sugerindo que as relacGes entre caracteristicas
permaneceram estaveis em resposta aqueles fatores, de modo a manter a integridade
funcional do individuo. E possivel que as relagbes entre PF e IF sejam especificas para
cada espécie (Malitt et al., 2010); em todo o0 caso, muito pouco ainda se sabe sobre como
o ambiente influencia IF (Gianoli e Palacio-Lépez, 2009; Mallitt et al., 2010).

A taxa de crescimento relativo da biomassa (TCR) de uma planta é uma medida
da eficiéncia do seu crescimento, i.e. a taxa na qual uma determinada quantidade de
biomassa existente produz nova biomassa por unidade de tempo, sendo um indicador
importante da magnitude do uso dos fotoassimilados para o crescimento (Groeneveld,
1998). Com efeito, as variagbes inerentes a TCR contribuiriam para explicar o
desempenho ecofisioldgico de plantas em diferentes ambientes (Grime e Hunt, 1975;
Poorter e Garnier, 1996; Portsmuth e Niinemets, 2007; Lambers et al., 2008).
Matematicamente, pode-se representar TCR pelo produto entre seus componentes
fisiologicos (taxa assimilatéria liquida, TAL) e morfologicos (&rea foliar especifica,
AFE, e fracdo de massa foliar, FMF), i.e. TCR = TAL x AFE x FMF. Por definicdo,
alteracdes em TCR durante um ciclo de crescimento terdo de ser mediadas por mudancas
em TAL, AFE e/ou FMF. Em funcdo de essas variaveis ndo serem casualmente
independentes, as interagOes entre elas devem ser consideradas (Shipley, 2006).
McKenna e Shipley (1999), por exemplo, observaram uma covariancia negativa (e.g.

AFE diminui, enquanto TAL aumenta, com 0 aumento da irradiancia) entre o0s
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componentes da TCR em 28 espécies de plantas cultivadas em camaras de crescimento
sob condicdes controladas (presumivelmente sem limitagdes de recursos), e propuseram
que essas covariancias seriam fundamentais para a manutengdo da TCR em resposta a
alteracbes em quaisquer um dos seus componentes individuais. Conforme Shipley
(2002), variacOes interespecificas em TCR seriam muito mais determinadas por
variacbes em TAL sob altas irradiancias, e por AFE, sob baixas irradiancias, o qué
permitiria, em certa extensdo, tamponar TCR frente as flutuacdes da disponibilidade de
luz. Embora esta proposi¢do seja baseada em comparacdes interespecificas, sugere-se
aqui que o modelo seja também valido para uma Unica espécie ou individuo.

Apesar de PF ser um ponto classico de investigacdo em ecologia e evolucdo de
plantas (Valladares e Niinemets, 2008), muito pouco se conhece sobre as relacfes entre
PF e IF (Malitt et al., 2010). Em plantas tropicais cultivadas, essas relagdes séo
virtualmente inexistentes. Neste trabalho, estudou-se a espécie Coffea arabica L., cujos
frutos constituem-se numa das mais importantes mercadorias no comércio agricola
internacional. A espécie originou-se em florestas tropicais da Africa, onde é encontrada
em estado espontdneo como vegetacdo de sub-bosque, mas, atualmente, é
frequentemente cultivada a pleno sol (DaMatta, 2004). O objetivo deste estudo foi
examinar a importancia ndo somente dos componentes primarios de TCR, mas também a
importancia de outras varidveis morfoldgicas e fisioldgicas que podem, direta ou
indiretamente, impactar 0s componentes primarios de TCR de C. arabica.
Especificamente, investigou-se a relacdo entre PF e IF de caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas para testar a hipdtese de que IF é um ponto-chave na coordenacdo das
modificacbes morfoldgicas e fisiologicas associadas com TCR, sob condi¢Bes limitantes
de disponibilidade de recursos (luz e agua).

2.2 Material & Métodos
2.2.1 Material vegetal, condicdes de cultivo e desenho experimental

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°’W, 650 m altitude),
Minas Gerais. Estudou-se um anico gendtipo, visando-se analisar somente as variagdes
ambientes, na auséncia de potenciais fontes de confundimento (variagcbes genéticas e
variagOes associadas com as interagdes do genotipo com o ambiente). Utilizou-se de
plantas de Coffea arabica L. cv ‘Catuai Vermelho IAC 44°, propagadas por semente,

cultivadas em vasos com 30 litros de substrato constituido de uma mistura de solo,
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esterco de curral curado e areia (4:1:1, v/viv). A mistura foi adubada e teve o pH
corrigido, de acordo com analise de solo e recomendac@es técnicas usuais para a cultura.
Sessenta (60) mudas foram plantadas em fevereiro de 2009. Metade (30) dessas mudas
foi cultivada a pleno sol (fendtipos de sol) e a outra metade (30) foi cultivada sob
sombreamento, i.e. 15% da radiacdo solar, empregando-se, para tal, telas de poliolefinas
(fenotipos de sombra). As plantas foram mantidas nessas condi¢Ges por oito meses. Apds
a emissdo do oitavo par de ramos plagiotrépicos, 10 plantas de cada fenotipo foram
colhidas e caracterizadas morfologicamente (Tabela 1). Os fenétipos de sol e de sombra
apresentavam diferencas tipicas de plantas de sol e de sombra, respectivamente,
conforme Lambers et al. (2008). Dos 20 individuos remanescentes do cultivo a pleno sol,
metade (10) permaneceu a pleno sol, e a outra metade (10) foi transferida para ambiente
sombreado (15% de radiacdo solar); os dois tratamentos luminicos foram, entdo,
combinados com dois niveis de agua disponivel no solo (déficit hidrico, DH, e
capacidade de campo, CC, aqui definidos como sendo 30 e 100% de agua disponivel no
solo, respectivamente, conforme descrito abaixo). O mesmo foi feito com os 20
individuos remanescentes do cultivo a sombra, i.e. metade permaneceu a sombra, e a
outra metade foi transferida para pleno sol, combinando-se estes dois tratamentos com 0s
dois niveis de agua disponivel no solo. Portanto, 40 plantas foram distribuidas em oito
tratamentos (cinco plantas por tratamento), em esquema fatorial 2x2x2 (dois fendtipos x
dois niveis de &gua disponivel x dois niveis de irradidncia), impostos durante 120 dias,
quando, entdo, as plantas foram colhidas. O experimento foi montado e analisado sob
delineamento inteiramente casualizado, a excecdo dos parametros fotossintéticos e de
fluorescéncia, que foram tomados em blocos (ver a frente). A unidade experimental foi
composta por uma planta por vaso.

A agua disponivel (AD) foi calculada observando-se os valores de umidade
volumétrica na curva de retencdo de agua no solo para CC (determinada na tensdo de -
0,010 MPa) e para o ponto de murcha permanente (PMP) (determinado na tenséo de -1,5
MPa), utilizando-se da seguinte expressdao: AD = CC — PMP. Previamente, 0 peso de
todos os vasos foi padronizado. Posteriormente, procedeu-se a elevacdo do teor de
umidade do substrato até atingir-se CC, determinada pela curva de retencdo, com
posterior pesagem dos vasos. Uma vez estabelecido o peso dos vasos na CC e,
considerando-se a quantidade de AD, foi estabelecido o peso dos vasos com 30% de AD.

O estabelecimento e o controle dos niveis de umidade do substrato em cada tratamento
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foram realizados pelo acompanhamento do peso dos vasos. O ajuste do peso dos vasos
foi feito quinzenalmente, devido ao incremento propiciado pelo crescimento das plantas.
Durante o periodo de cultivo das plantas, a temperatura média do ar foi de 25,7°C
(média das maximas de 27,2°C e a média das minimas de 16,8°C) e a umidade relativa
média foi de 77,4%, medidas com sensores instalados em abrigo meteoroldgico no local
do experimento. A radiacéo fotossinteticamente ativa foi 19,02 + 1,58 mol m? dia™, a
pleno sol, e 2,91 + 0,25 mol m? dia™, no ambiente sombreado. Todos os sensores
(LICOR) foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados (LI-1400, LICOR,
EUA), coletando-se os dados a cada minuto e armazenando-se o valor médio a cada 5

min.

2.2.2 Analise de crescimento

Em cada amostragem, as plantas foram separadas em caule, folhas, ramos
(ortotrépico e plagiotropicos) e raizes. A éarea foliar total foi estimada a partir do
comprimento e largura de cada folha, conforme Antunes et al. (2008). As raizes foram
completamente lavadas com agua de torneira sobre uma peneira de 0,5 mm. Os tecidos
das plantas foram secos em estufa, a 70°C, até atingirem peso constante; posteriormente,
0 peso seco de folhas, caules e raizes foi obtido. Baseado nos dados acima calcularam-se
as seguintes caracteristicas de crescimento: biomassa total (g); fracdo de massa foliar,
FMF (g de massa seca foliar g™ de biomassa seca total), fracdo de massa radicular, FMR
(g de massa seca radicular g de biomassa seca total) e fracdo de massa caulinar, FMC (g
de massa seca caulinar g™ de biomassa seca total). Apds a Gltima avaliacdo destrutiva,
calcularam-se TCR, TAL e AFE, conforme o suplemento disponivel em Hunt et al.
(2002). Tambem foram calculadas as taxas de crescimento relativo da altura da planta
(TCRa), do diametro do caule (TCRp) e do comprimento dos ramos laterais (TCRR),
conforme a equacdo: TCRx= (InX; — InXy)/(t; — t1), sendo X; e X; a altura da planta, o
comprimento dos ramos laterais ou o diametro do caule no tempo 1 e 2 (f; e ty,
respectivamente). Para isso, a altura (comprimento do ramo ortotrdpico) e o
comprimento dos ramos laterais (ramos plagiotrépicos) foram medidos com uma régua
(precisdo 0,1 cm); o diametro do colo foi medido, na base do ramo ortotrépico, com um
paquimetro (precisdo de 0,01 mm). A produtividade do nitrogénio foliar (PNF) foi
calculada como: PNF = (In(Xz) — In(X1))/(Xz2 — X1)(Y2 - Y)/(t2 — t1), em que X, é a
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concentracdo de nitrogénio foliar total, Y, € a biomassa vegetal e t, € 0 tempo na

amostragem (Osone et al., 2008).

Tabela 1: Caracterizacdo das plantas (média + erro padrdo; n=10) de dois fenotipos
[fenotipo de sol (plantas cultivadas sob 100% da luz solar direta) e fenotipo de sombra
(plantas cultivadas sob 15% da luz solar direta) de Coffea arabica, aos oito meses ap0s o
plantio das mudas.

Caracteristica Fenotipo de sol  Fendtipo de sombra
Biomassa (Q) 243,0£5,9 48,4 £5,2
Altura (cm) 74,99 + 1,53 57,62+ 2,94
Diametro do caule (mm) 1,75+ 0,05 1,03 £ 0,08
Comprimento de ramos (m) 6,72+ 0,24 2,32 +£0,23
Area foliar total (m?) 1,38 + 0,03 0,52 + 0,05
Area foliar unitéria (cm?) 35,17 + 0,65 44,05 + 2,51
Area foliar especifica (m? kg™) 13,71+ 0,66 19,93 + 0,75
Frac&o de massa foliar (g g™) 0,417 + 0,006 0,530 + 0,013
Frac&o de massa caulinar (g g™) 0,314 + 0,006 0,276 + 0,005
Frac&o de massa da parte aérea (g g*) 0,731 + 0,005 0,806 + 0,013
Frac&o de massa radicular (g g?) 0,269 + 0,006 0,194 + 0,013

Para avaliar-se a importancia relativa de cada um dos parametros de crescimento,
os coeficientes de resposta de crescimento (CRC) foram calculados, considerando-se
dois niveis de disponibilidade de recursos: alta (H; sol e CC) e baixa (L; sombra e DH),
conforme a equacgdo: CRCyx = (InXy — InX)/(INTCRW/TCR_). CRCx ¢ definido como o
aumento relativo do pardmetro de crescimento X dividido pelo aumento relativo de TCR
(Hunt, 1982; Poorter e Nagel, 2000). Um valor de CRC igual a 1 indica que a variagao
proporcional no parametro de crescimento rende a mesma variacdo proporcional em
TCR. Um valor de CRC igual a 0 indica que ndo ha nenhuma alteracdo nesse parametro
de crescimento. Valores de CRC podem ser superiores a 1 se 0 aumento do parametro de
crescimento for mais pronunciado que o aumento de TCR, e pode ser inferior a 0 se um

aumento do parametro de crescimento resultar em diminui¢do em TCR.

2.2.3 Parametros de fluorescéncia e trocas gasosas

Os parametros de fluorescéncia e a taxa de assimilacdo liquida do carbono (A)
foram medidos entre 9:00-11:00 h, em sistema aberto, sob radiagéo fotossinteticamente
ativa (RFA) equivalente & do ambiente (1200 pmol m? s ou 200 umol m™ s, para as
plantas cultivadas a pleno de sol e sob sombreamento, respectivamente) e pressao parcial

de CO, de 40 Pa, com um analisador de gases a infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor,
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Lincoln, EUA). O rendimento quéntico fotoquimico do transporte de elétrons atraves do
FSII (Dggyy) foi determinado segundo Genty et al. (1989), conforme a equacdo: ®@rs)y =
(Fm’ - F”)/Fr’. A taxa de transporte de elétrons (TTE) foi determinada como: TTE =
RFA x 0,87 x ®rg); x 0,5. A taxa de transpiracdo da planta inteira (Eq) foi avaliada por

gravimetria, via diferenca de peso dos vasos, conforme Nagakura et al. (2004).

2.2.4 Custo de construcéo do tecido foliar

Os custos de construgéo das folhas (CCO), que dependem de sua composicao
quimica e podem influenciar diretamente a taxa de crescimento da planta (Villar et al.,
2004), foram determinados em amostras secas a 60°C, por 72 h, triturando-se,
posteriormente, 0 material vegetal em moinho de bola, que foi entdo peneirado em malha
de 0,08 mm. Considerando-se a eficiéncia de crescimento das folhas, o calor de
combustdo e a concentracdo de nitrogénio e cinzas das folhas, calculou-se CCO
conforme a equacdo abaixo (Williams et al., 1987):

CCO =[(0,06968 x Hc — 0,065)(1 — Cz) + (7,5 % k x Norg/14,0067)]/Eg

em que Hc é o calor de combustdo (kJ g*), determinado via combustio completa de 500
mg do material vegetal em bomba adiabatica calorimétrica (Villar e Merino, 2001); Cz é
a concentragdo de cinzas (g g™*), determinada por gravimetria apés a queima de 200 mg
do material vegetal por 4 h, a 500°C, em mufla; k € o estado de oxida¢do da fonte de
nitrogénio (+5 para nitrato ou -3 para amoénio) - como a fonte de nitrogénio ndo era
unica, foi utilizado o valor médio (+1); Norg é & concentracéo de nitrogénio orgénico (g g’
') determinada conforme DaMatta et al. (1999); C é a concentracdo de carbono
determinada com analisador elementar (Carlo Erba, Mildo, Italia); Eg € a eficiéncia de

crescimento do tecido foliar, utilizando-se o valor de 0,89 (Williams et al., 1987).

2.2.5 Correlacdo linear entre as variaveis e andlise de trilha
Para o estudo das relagcdes entre as varidveis envolvidas na caracterizacdo do
fendtipo, utilizou-se a técnica de correlacdo linear de Pearson (r). Convém enfatizar que
os estudos de correlagcdes entre caracteres ndo permitem tirar conclusdes sobre as
relacbes de causa e efeito, sendo necessario o desdobramento das correlagdes estimadas
em efeitos diretos e indiretos sobre uma variavel basica, por meio da andlise de trilha. A
decomposicdo da correlacdo é dependente do conjunto de varidveis estudadas, da
importancia de cada uma e das possiveis interacbes. Com essa técnica, procurou-se
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quantificar o quanto cada variavel (variaveis explicativas: TAL, AFE e FMF), dentre um
grupo de variaveis consideradas secundarias, influenciou o comportamento da TCR
(variavel-resposta). Os resultados da analise de trilha foram assim interpretados: (i)
coeficientes de correlacdo e efeito direto altos indicam que a variavel explicativa explica
grande parte da variacdo da variavel-resposta, i.e. hd& uma verdadeira associagdo entre
essas variaveis; e (ii) coeficientes de correlacdo positivo ou negativo, mas com efeito
direto de sinal contrario ou de magnitude negligenciavel, variavel com maior efeito
indireto e os fatores causais indiretos devem ser considerados simultaneamente para
explicar a variacdo na variavel-resposta. A diagnose da multicolinearidade entre as
variaveis foi examinada e, quando necessario, para contornar os efeitos adversos,

varidveis do modelo de regressdo foram eliminadas.

2.2.6 Plasticidade e integracao fenotipica

Como forma de avaliar-se o efeito funcional da PF e a limitacdo imposta por DH
na aclimatacdo das plantas a luz, bem como a limitagdo imposta pela luz na aclimatacao
das plantas a DH, calculou-se, para cada variavel, um indice de plasticidade fenotipica
(IPF), variando de 0 a 1 (\alladares et al., 2000). Usar-se-a o termo “/imites” como uma
expressdo abrangente, para se referir as barreiras impostas para que a plasticidade
méaxima ndo seja alcancada. A meédia aritmética dos valores do IPF, obtida por cada uma
das variaveis analisadas, foi calculada em cada uma das condi¢Bes experimentais
impostas. A integracdo fenotipica foi avaliada pelo nimero de correlacdes significativas
(P < 0,05) obtidas por cada variavel, conforme Gianoli e Palacio-Lopez (2009).
Calculou-se, também, para cada varidvel, um indice de integracdo fenotipica (IIF),
determinado a partir da média do médulo de todos os coeficientes de correlagdo linear de
Pearson (r), apresentados por uma determinada variavel (X), com as outras n variaveis

analisadas, conforme equacéo:

“F,{ _ ;izllr:'{i|
n

A média aritmética dos valores do IIF, obtida para cada uma das variaveis
analisadas, foi calculada em cada uma das condi¢Ges experimentais impostas. Anélise de
regressdo linear simples foi usada para determinar a relacdo entre IPF (variével

dependente) e IIF (variavel independente).
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2.3 Resultados
2.3.1 Efeito dos fatores e suas interacgoes

Os diferentes fendtipos de C. arabica apresentaram mudancas morfoldgicas e
fisioldgicas apds a variacdo da disponibilidade de luz e agua, afetando o desempenho da
planta como um todo (Tabelas 2, 3 e 4). Algumas variadveis (TAL, FMF, FMC, FMPA,
FMR, Norg, PNF, A, TTE e Eg) apresentaram interagdo (P < 0,05) entre todos os efeitos
estudados (interacdo F x L x A; Tabela 2). A interacdo F x L foi altamente significativa
(P < 0,001) para todas as variaveis analisadas, explicando 57% da variacao total de TCR.
As variaveis que compdem TCR diferiram grandemente entre os fenotipos; as variacoes
em TAL, AFE e FMF explicaram 59, 91 e 33% da variancia total, respectivamente.
Contudo, somente algumas variaveis apresentaram valores altamente significativos para
interacédo F x A (TAL e Norg) € para a interagédo L x A (TAL, A e C) (Tabela 2). Quando
os fendtipos sdo dissociados, e os efeitos da variacdo da luz, da agua, e da interacdo L X
A sdo comparados, observa-se uma resposta diferenciada de cada fen6tipo, em funcéo da
variacgdo da disponibilidade desses recursos (Tabela 3).

Tabela 2: Efeitos dos fatores: fenotipo (n=2), luz (n=2) e agua (n=2), e as interacbes
entre esses fatores, em varidveis morfoldgicas e fisioldgicas de plantas de C. arabica, de
acordo com a analise de variancia (ANOVA) de trés fatores.

Fatores Interacdes cvV

Varidveis Fenotipo Luz  Agua . 1 EyaA LxA ExLxA 2 (%)
F) L) (A) X X X X L X (6}

TCR 0,11™  0,00™® 11,93 56,997 1,78" 358 2,00 76,40 17,28
TAL 59,23 728" 6,12 1167 4777 281" 12,817 94,67 26,74
AFE 90,83 0577 0927 612" 021" 0,13® 0,02 9881 1,81
FMF 33,33 233" 239™ 2222 167® 222® 500 6917 10,23
FMC 9,417 16,06 0,29® 2865 0,29 1,65® 16,067 72,42 7,88
FMR 381™ 762" 010" 18,107 1,90® 12,38 12,38" 56,29 12,91
TCR, 0,03®  1,06™ 3340 45947 0,00 059" 051" 81,52 20,64
TCRp 0,13™  2,22™ 34,68 18517 0,38™ 0,08® 0,09° 56,09 34,73
TCRg 0,46™ 085" 13,717 61,62° 025" 1,17 0,76™ 78,83 21,35
Norg 790" 1425 753" 10997 15447 0,29 8917 6531 881
PNF 593" 387 10,067 39,38 598" 685 = 7,927 79,99 30,73
A 28,28 26,447 12,677 2052”7 1557 3,627 2967 96,03 16,72
TTE 15,62 16,617 3,40° 41587 283" 2,00 215 84,19 21,18
Eq 9117 103" 3127 47,777 122" 017" 3,037 93,60 14,93
C 40,48 1,18 0,00®  42,26™" 0,00 7,807 0,00 91,72 0,83
CCO 0,00® 1,24™ 0,88™ 78,01 1,59® 0,02 0,01 81,75 3,15

A proporg¢do da varidncia explicada (Soma de quadrados da varidvel/Soma de quadrados total) e o nivel de
significancia, avaliado pelo teste F (P < 0,05, "P < 0,01, ""P < 0,001 e ™P > 0,05) para cada fator e as
interagces sdo indicados. A variabilidade dos dados em relagcdo a média é representada pelo coeficiente de
variagdo (CV). R? é a proporcdo da variancia total explicada pelo modelo. Vide a lista de abreviaturas para
maiores detalhes.
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Independentemente do fenotipo, a maior proporcdo da variacdo dos dados foi
explicada pelo fator luz, exceto para a variavel TCRp no fendtipo de sol, e TCRp, A e Eg
no fendtipo de sombra, em que a maior variacdo foi explicada pelo fator agua, a
julgarem-se pelos maiores valores do R* (Tabela 3). O fenétipo de sol respondeu de
forma significativa a interacdo L x A (com excecdo de TCRa, TCRp e CCO); em
contraste, essa interacdo foi significativa apenas para C no fenétipo de sombra (Tabela
3). E importante ressaltar que, em funcao de o efeito isolado do fendtipo e da interacio F
x L explicar, para a maioria das variaveis, a maior proporcéo da variacdo total dos dados,
e como forma de amenizar possiveis ruidos ontogeneticos, a julgar-se pela diferenca de
biomassa (80%) e de area foliar (62%) entre os fenotipos investigados (Tabela 1), foram

avaliados os efeitos da interacdo L x A apenas dentro de cada fenotipo.

Tabela 3: Efeitos da luz (n = 2) e da agua (n = 2) e a interacdo entre esses fatores, em
variaveis morfoldgicas e fisioldgicas de plantas de C. arabica, provenientes de dois
fendtipos distintos (sol e sombra), de acordo com a anélise de variancia (ANOVA) de
dois fatores.

Fenotipo de sol Fend6tipo de sombra

Variaveis Luz  Agua , CV Luz  Agua , CV
LxA R LxA R

L) (A) (%) L _ A (%)

TCR 5547 22,727 10,84 89,02 11,71 58,65 455" 0,23™ 63,43 21,61
TAL 46,437 26,947 13,95 87,32 20,59 49,63 8,06™ 0,00 57,69 38,05

Fkk

AFE 88,36 7,55 1,56~ 97,47 056 6954 13437 1,79™ 84,76 2,19
FMF  44,98™ 0,23® 2956 74,77 528 39,067 7,64™ 2098™ 49,69 1246
FMC  3,86™ 0,25™ 60,197 64,30 6,39 6523 039" 559™ 71,21 8,93
FMR  247® 265® 57,75 62,88 10,57 46,19 157" 0,00 47,77 15,14

*kk

TCR, 39,507 39,95™° 0,00® 79,46 19,54 52,017 2850 1,87™ 82,38 21,71
TCR, 33,86 42,63 0,00® 76,49 2569 7,84™ 2750 0,34™ 3568 41,43
TCRgr 60,58 12,98 507 78,63 19,71 64,037 14,777 0,04™ 78,83 22,71
Nog 36,927 3271 9,10 7873 7,75 0,44™ 2,93® 12,49™ 1585 9,88
PNF 45317 21,067 19,71 86,08 27,27 4841~ 1,38™ 0,10® 49,90 35,38
A 69,797 17,21 9,797 06,79 12,44  3,98™ 57,037 0,35 61,36 26,66
TTE 72,317 8,12 542" 8585 20,87 36,07 0,17 0,02® 36,25 20,71
Eq 68,59"" 21,96 5,087 09563 14,06 38,55 49,77 1,94™ 90,26 15,09
C 66,577 0,00® 18,13 84,70 0,74 76,76 0,00® 10,15~ 86,92 0,92

CCco 71,197 0,12™ 0,06" 71,37 3,62 84,76 4,16 001" 88,92 259

A proporcdo da variancia explicada (Soma de quadrados da varidvel/Soma de quadrados total) e o nivel de
significancia, avaliado pelo teste F (‘P < 0,05, P < 0,01, “"P < 0,001 e ™P > 0,05) para cada fator e as
interagBes sdo indicados. A variabilidade dos dados em relagdo a média é representada pelo coeficiente de
variagdo (CV). R? é a proporcdo da variancia total explicada pelo modelo. Vide a lista de abreviaturas para
maiores detalhes.
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2.3.2 Coeficientes de resposta do crescimento

A contribuicdo relativa de cada uma das variaveis do crescimento (TAL, AFE e
FMF) envolvidos nas variagdes de TCR estd apresentada na Figura 1. As reducGes da
TCR, em todas as condi¢cBes experimentais, independentemente do fendtipo, foram
majoritariamente associadas a reducdes em TAL (Tabela 4), conforme sugerem seus
valores elevados e positivos de CRC (Figura 1). Plantas do fendtipo de sol, sob
condicbes de sombra e variagdo da disponibilidade de agua, exibiram, além da reducédo
em TAL, redugdes em TCR, fato secundariamente associado a redugdo em FMF; como
conseqliéncia, apenas nessa condicdo, naquele fendtipo, o valor de CRCryr foi positivo,
porém de baixa magnitude (CRCgme = 0,35) (Tabela 4).

As redugdes globais em TCR, em todas as condigcbes experimentais e
independentemente do fendtipo, foram inversamente associadas com AFE (Tabela 4), i.e.
valores negativos de CRCs (Figura 1). A AFE teve efeito mais acentuado nas plantas do
fenotipo de sombra, quando submetidas a variacdo da disponibilidade de 4gua, em ambos
os niveis de luz (CRCare = -0,33 e -0,44, quando as plantas estavam ao sol e a sombra,
respectivamente). Maiores valores de AFE foram associados com redugbes em FMF e,
principalmente, em TAL (Figura 1). Destaca-se, que os CRCs explicam, nessa situacéo,
uma pequena variacdo de TCR, ja que o efeito da variacdo da disponibilidade de agua
ndo foi significativo para o fenétipo de sombra (Tabelas 3 e 4). Os valores de CRC
apresentados pela TAL foram fortemente associados com a PF (r* = 0,73).

2.3.3 Plasticidade e integracao fenotipica
2.3.3.1 Fendtipo de sol
Variagao da disponibilidade de luz

O IPF em relacdo ao fator luz foi limitado pela disponibilidade de dgua em 29%
(CC =0,38; DH = 0,27), sendo que algumas variaveis apresentaram limitacdo ainda
maior, como TAL (70%), FMF (90%), Norg (70%) e PNF (54%) (Tabela 5); associado a
essa limitacdo, IIF foi limitado em 26% (CC = 0,86; DH = 0,64) ou em 29%,
considerando-se a numero de correlac@es significativas (CC = 14; DH = 10) (Tabela 6).
Especificamente, TCR apresentou limitagéo de 41% (CC = 0,46; DH = 0,27) e 20% (CC
=0,91; DH = 0,72) em IPF e IIF, respectivamente (Tabelas 5 e 6). A anélise de trilha
para plantas cultivadas em CC, sob disponibilidade variavel de luz, revelou que TCR foi
fortemente relacionada com TAL (r = 0,99), com um efeito direto positivo (4,67). A
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AFE e FMF se correlacionaram negativamente com TCR (r = -0,96 e r = -0,91, para
AFE e FMF, respectivamente), com um efeito direto positivo, portanto sem relacdo de
causa/efeito, i.e. as correla¢fes negativas sdo devidas a outras variaveis atuando de forma
indireta, destacando-se os valores dos coeficientes de trilha para o efeito indireto da TAL
(-4,43 e -4,12 para AFE e FMF, respectivamente) e A (-6,28 e -5,63 para AFE e FMF,
respectivamente) (Tabela 7). Para plantas sob DH sob variacdo da disponibilidade de luz,
TCR foi positivamente correlacionada com TAL (r = 0,99), porém com efeito direto
negativo (-0,89), i.e. efeitos indiretos explicariam essa correlagcdo, destacando-se 0s
valores dos coeficientes de trilha para o efeito indireto de PNF (1,34) e E4 (0,98). A AFE
apresentou coeficientes de trilha negativos para os efeitos diretos (-0,44) e indiretos (-

0,46), i.e., aumentos em AFE associados com reducgdes em TAL (r =-0,96) (Tabela 7).

Variacao da disponibilidade de agua

No geral, maiores limitacdes em PF (34%) e em IF (25%) foram exibidas quando
as plantas foram submetidas a variacdo da disponibilidade de agua (IPFmegio = 0,21;
IFmegio = 0,56), independentemente do nivel de luz, em relacdo a variagdo da
disponibilidade de luz (IPFmegio = 0,32; HFmegio = 0,76) (Tabelas 5 e 6). Em relacdo ao
fator 4gua, PF e IF foram limitadas pelo sombreamento em relacdo as plantas cultivadas
a pleno sol em 35% (IPFsompra = 0,17; IPFso = 0,26) e 33% (IFsompra = 0,45; HIFg =
0,67), respectivamente. Limitacbes em TCR, em funcdo do sombreamento, também
ocorreram, sendo 68% em IPF e 54% em IIF, com reducdo de 50% do numero de

correlacdes significativas (Tabelas 5 e 6).
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Tabela 4: Médias (n = 5) da taxa de crescimento relativo ao acimulo de biomassa (TCR), taxa assimilatoria liquida (TAL), area foliar
especifica (AFE), fracdo de massa foliar (FMF), fracdo de massa caulinar (FMC), fracdo de massa radicular (FMR), taxa de
crescimento relativo a altura (TCRa), taxa de crescimento relativo ao didmetro (TCRp), taxa de crescimento relativo ao comprimento
dos ramos plagiotropicos (TCRg), concentragdo de nitrogénio foliar (Norg), produtividade do nitrogénio foliar (PNF), fotossintese
liquida (A), taxa de transporte de elétrons (TTE), taxa transpiratéria (Eg), concentracdo de carbono foliar (C) e custo de construcdo do
tecido foliar (CCO) em plantas de dois fenotipos [fenotipo de sol (plantas cultivadas por oito meses sob 100% da luz solar direta) e
fendtipo de sombra (plantas cultivadas por oito meses sob 15% da luz solar direta) de Coffea arabica submetidas a combinacédo de
condicdes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC;
100% da &gua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)].

Fenotipo de sol Fendtipo de sombra
Variaveis Sol Sombra Sol Sombra
cC DH cC DH cC DH CcC DH

TCR(mg g™ dia™) 10,46 6,88°" 5,69%° 5,04%° 8,02*" 8,19 5,76% 4,61*

TAL (g m?dia?) 7,984 3,924 3,18 2,52% 0,75* 0,61 0,39 0,24%
AFE (m*kg™) 12,33®  12,65%® 13,194 13,32* 16,18°®  16,58%° 17,394 18,25%
FMF (g g™) 0,323"®  0,356™ 0,405 0,365 0,404*®  0,390°® 0,514*  0,452*
FMC (g g™?) 0,272"®  0,313* 0,327%4 0,280 0,270  0,299%® 0,371* 0,354
FMR (g g™?) 0,325 0,268" 0,268"® 0,355 0,254°® 0,241 0,327 0,313*
TCRa (cmcm™dial)  0,0018#  0,0012°4 0,0012*®  0,0006"® 0,0018**  0,0014°* 0,0012°®  0,0004"®
TCRp (mm mm*dia?) 0,0042**  0,0026° 0,0028°®  0,0011"® 0,0039%  0,0024°* 0,0030°®  0,0018°*
TCRg (cmcem™dia®)  0,0058**  0,0041"* 0,0029%®  0,0025%® 0,0061%*  0,0048°* 0,0033%®  0,0019*®
Norg (9 kg™) 27,32 36,55™ 36,93 39,79 32,24% 3338 34,04 30,74
PNF (g g* dia™) 1,117 0,467 0,313®®  0,302* 0,561** 0,506 0,296  0,265%

A (umol m? s 9,34% 5,08°4 2,59% 1,98% 3,447 2,144 2,84% 1,578
TTE (umol m?s™?) 80,64**  5596°* 29,01 26,52 37,78 36,97 28,45  28,02*

Eq (mol m? dia™) 22,52 12,7°A 7,6 4,2"8 26,4 14,6 15,8 7,98
C (g kg™ 475,61%" 468,80  456,00°® 462,64 456,30™ 463,00 44481°® 438,38
CCO (gdeglicose g?)  1,342*" 1,344 1,209®  1,219%® 1,380 1,344 1,214® 1176

Para a mesma variavel, dentro de cada fenotipo, médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo sao significativamente diferentes entre os regimes hidricos para
um mesmo nivel de luz, e médias seguidas pela mesma letra maiUscula ndo sdo significativamente diferentes entre as condi¢des de luz dentro de um mesmo
regime hidrico. As médias foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05).
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Figura 1: Coeficientes de resposta do crescimento (CRC) em plantas de dois fen6tipos
[fendtipo de sol (plantas cultivadas por oito meses sob 100% da luz solar direta) e
fendtipo de sombra (plantas cultivadas por oito meses sob 15% da luz solar direta) de
Coffea arabica submetidas a combinacdo de condicbes contrastantes de luz [sol (100%
da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo
(CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)].

A pleno sol, apesar de TAL ter-se correlacionado positivamente com TCR (r =
0,99), o coeficiente de trilha para o efeito direto foi negativo (-2,43), destacando 0s
efeitos indiretos de PNF (6,23) e Eg (1,23) (Tabela 7). A AFE e FMF foram
negativamente correlacionadas com TCR (rare = -0,91; reme = -0,80), sendo positivo,
porém de baixa magnitude, o efeito direto de AFE sobre TCR; contudo, o efeito indireto
foi negativo e de maior magnitude, em grande parte em func¢éo das variaveis PNF (-5,32)
e Eq (-1,24) (Tabela 7). A correlacdo negativa entre FMF e TCR foi acompanhada pelo
coeficiente de trilha para o efeito direto com aproximadamente a mesma magnitude e
sinal, i.e. esta correlacdo explica a verdadeira associacdo existente entre as variaveis
(Tabela 7). Sob sombreamento, somente TAL e AFE correlacionaram-se
significativamente com TCR (rraL = 0,99; rare = -0,84). A correlagdo entre FMF e TCR
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foi positiva (r = 0,34), porém néo significativa. A relacdo de TAL com TCR foi positiva,
assim como o efeito direto (2,07). A relacdo de AFE com TCR foi negativa, causada pelo
efeito indireto (-0,84), indicando que aquela relagdo é proporcionada pelo efeito indireto
de outras variéveis (Tabela 7).

Tabela 5: indice de plasticidade fenotipica [(maior valor — menor valor)/maior valor]
para variaveis morfologicas e fisioldgicas em plantas de dois fendtipos (fenotipo de sol e
fendtipo de sombra) de Coffea arabica submetidas a combinacdo de condicGes
contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e
agua [capacidade de campo (CC; 100% da &gua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30%
da agua disponivel)]. O valor representa o indice da variavel dentro de cada fendtipo para
um dos niveis dos fatores fixo (fator dgua: capacidade de campo e déficit hidrico ou,
fator luz: sol e sombra) combinado com a variacdo dos niveis do outro fator que compde
a interacdo (luz ou agua). A linha preenchida representa a média de todas as variaveis.
Fenotipo de sol Fendtipo de sombra
Variaveis Luz Agua Luz Agua
CC DH Sol Sombra CC DH Sol Sombra

TAL 059 037 051 021 0,48 060 019 0,38

AFE 0,07 005 0,03 0,01 0,07 0,09 0,02 0,05

FMF 0,20 0,02 0,09 0,10 0,21 0,14 0,04 0,12

FMC 017 0,11 013 0,14 0,27 0,16 0,10 0,05

FMR 0,18 025 0,18 0,25 0,22 0,23 0,05 0,04

TCRa 0,33 050 0,36 0,50 0,36 0,67 027 0,67

TCRp 0,33 058 041 0,61 0,23 0,25 0,39 0,40

TCRg 050 036 0,29 0,12 0,46 060 023 0,42

Ne 0,26 0,08 0,25 0,05 0,05 0,08 0,08 0,10

PNF 0,72 033 0,58 0,04 0,47 0,48 0,10 0,10

A 0,73 0,60 046 0,21 0,17 0,25 0,38 0,48

TTE 064 053 031 0,09 0,25 0,24 0,02 0,02

E 0,66 0,67 044 0,45 0,40 0,46 047 0,550

Ce 0,04 0,01 0,01 0,01 0,03 0,05 0,01 0,01

CCs 0,0 0,09 0,00 0,01 0,12 0,13 0,03 0,03

Média 0,38* 0,27° 0,26 0,17° 0,25° 0,27* 0,19 0,21°

TCR 046 027 034 0,11 0,37 042 0,13 0,18

Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre os regimes hidricos,
considerando a variagdo do fator luz, e entre as condi¢des de luz, considerando o fator 4gua. As médias
foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05). Vide a lista de abreviaturas para maiores detalhes.

2.3.3.2 Fendtipo de sombra
Variacao da disponibilidade de luz

N&o houve limitacGes significativas para a média (de todas as caracteristicas) dos
IPF e IIF, como também em IPFtcr € 1IP1cgr, quando houve variagdo da disponibilidade
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de luz ou de agua. O IPF e o IIF foram maiores, 23% e 31%, respectivamente, quando as
plantas foram submetidas a variacdo da disponibilidade de luz em relacéo a variacdo da
disponibilidade de agua (Luz, IPFmegio = 0,26 € IFmegio = 0,55; Agua, IPFmegio = 0,20 €
IFmedgio = 0,38) (Tabelas 5 e 6). Algumas variaveis tiveram IPF muito acima da média,
independentemente da condicdo hidrica, destacando-se TAL, TCRa, TCRg, PNF e Eg
(Tabela 5). Em relacdo a IIF, algumas variaveis comportaram-se de modo muito
diferente das demais, por exemplo, sob CC, N apresentou IIF (0,20) 63% inferior ao da
média (0,55) e nenhuma de suas correlacdes foi significativa. Sob DH, TCRp apresentou
IF (0,22) 59% inferior ao da média (0,54) e também nenhuma de suas correlagdes foi
significativa; nessa condicéo, IIF para A (0,23) foi 57% inferior ao da média, e somente
duas de suas correlagdes foram significativas (Tabela 6).

Sob CC, TAL correlacionou-se fortemente com TCR (r = 0,99), com efeito direto
positivo e de magnitude semelhante. Em contraste, AFE e FMF se correlacionaram
negativamente com TCR (rare = -0,93 e reve = -0,88), fato explicado pelo efeito indireto
com outras varidveis (Tabela 7). Sob DH, apesar da correlacdo positiva entre TAL e
TCR (r =0,99), os efeitos indiretos foram preponderantes, destacando-se o efeito de PNF
sobre TAL, com coeficiente de trilha para o efeito indireto de 1,23 (Tabela 7). A AFE e
FMF foram negativamente correlacionadas com TAL (rare = -0,88 e rewe = -0,79), fato
explicado pelo efeito indireto de outras variaveis, uma vez que o coeficiente de trilha
para o efeito direto foi positivo (FMF) ou de baixa magnitude (AFE) (Tabela 7).

Variacao da disponibilidade de agua

Independentemente da disponibilidade de luz, quando as plantas foram
submetidas a variacao da disponibilidade de &gua, as varidveis morfolégicas (AFE, FMF,
FMC e FMR) apresentaram baixos IPFs (IPFs, = 0,19 e IPFsompra = 0,21), em oposicdo as
variaveis fisioldgicas (TAL, A e Eg), cujos IPFs foram expressivos (Sol, IPFra. = 0,20,
IPFA =0,38 e IPFgq = 0,47; Sombra, IPFra_ = 0,38, IPFA = 0,48 e IPFgq = 0,50). Destaca-
se ainda que IPFrcg foi menor que o da média (Sol, IPFrcgr = 0,13; Sombra, IPFrcr =
0,18) (Tabela 5). De modo geral, para o fenétipo de sombra, sob variacdo da
disponibilidade hidrica, tanto nas plantas ao sol ou a sombra, todas as variaveis estudadas
apresentaram menor IIF e, também, reducdo do namero de correlagBes significativas,
refletindo uma reducéo de IIF da planta como um todo (I1Fs, = 0,36 € HFsompra = 0,39) €
também reducédo do IIF e do nimero de correlagdes significativas apresentadas por TCR
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(Sol, lIFrcr = 0,49 e 6 correlacdes significativas; Sombra, IIFrcg = 0,43 e 5 correlagdes

significativas) (Tabela 6).

Tabela 6: indice de integracdo fenotipica para variaveis morfoldgicas e fisiologicas
em plantas de dois fenotipos (fendtipo de sol e fenotipo de sombra) de Coffea
arabica submetidas a combinacdo de condicdes contrastantes de luz [sol (100% da luz
solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e 4gua [capacidade de campo (CC;
100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)]. O valor
representa o indice da variavel dentro de cada fen6tipo para um dos niveis dos fatores
fixo (fator &gua: capacidade de campo e déficit hidrico ou, fator luz: sol e sombra)
combinado com a varia¢do dos niveis do outro fator que compde a interac¢do (luz ou
agua). O valor subscrito, entre parénteses, representa 0 nimero de correlacdes
significativas (P < 0,05) entre as varidveis. A linha preenchida representa a média de
todas as variaveis.

Fendtipo de sol Fenotipo de sombra
Variaveis Luz Agua Luz Agua

CcC DH Sol Sombra CccC DH Sol Sombra

TAL 089 069@ 0,78 0450 0590 o70® 0430 0,39
AFE 0,88® 078™ 070® 058 069@ 071 041 0,58
FMFE 085® 037@ 067® 062 058 044 035®@ 048
FMC 085" 056 076" 046® 066" 050 037 0,230
FMR 0,71% 071® 071® 059 044® 037 390 (27
TCRy 0,79 065® 067® 063 054 071 0,34 (470
TCR, 0,71™ 068® 071® 053 040 0220 (440 (49 ©)
TCRy 085" 068@ 071" 037® 066 058 0,36 0,50
Norg 0,820 041® 073® 036 0,20 05 021 0,43
PNE 0,90® 074® 079@ 033 058 064 041® 0,36
A 089 068 074® 037 58® 0230 30 0,500
TTE 0,82 066" 053 043® 035®@ 049© 02202 19©@
Eq 088 074@ 070® 058©® 061 067 041 0,490
C 087" 062® 068 046 063® 070 0,32 0,390
CCO 084" 062 014 032 068" 069@ 0,19 0,390
Média 0,86°™¥ 0,64°@@ 0,672 0,45°® 5520 0542 (362 (392
TCR 091® 072®@ 082 0440 065 0720 049 043
Médias seguidas pela mesma letra ndo sdo significativamente diferentes entre os regimes hidricos,

considerando a variagdo do fator luz, e entre as condigdes de luz, considerando o fator 4gua. As médias
foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05). Vide a lista de abreviaturas para maiores detalhes.
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Nas plantas cultivadas ao sol, tanto o coeficiente de correlacdo entre TAL e TCR
(r = 0,97) e o seu efeito direto (3,05) foram altos e com mesmo sinal, indicando uma
relacdo de causa/efeito. Como o coeficiente de correlagéo entre AFE e TCR foi negativo
(r =-0,89), mas o efeito direto positivo (0,52), nessa situacao os fatores causais indiretos
(-1,41) devem ser considerados simultaneamente, a destacar-se o efeito indireto de TAL
(-2,89). A FMF correlacionou-se negativamente com TCR (r = -0,65), assim como o
coeficiente de trilha para o efeito direto (-0,94) (Tabela 7). Sob sombreamento, somente
TAL e AFE correlacionaram-se com TCR (rra. = 0,98 e rare = -0,59); para TAL, a
correlacdo foi explicada pelo efeito direto (0,88) e, a apresentada por AFE, pelo efeito
indireto (-0,63) de outras variaveis, destacando-se o efeito indireto de TAL (-0,63)
(Tabela 7).

2.3.3.3 Relagdo entre a plasticidade e a integracao fenotipica

Independentemente do fendtipo, IPF e [IIF associaram-se positiva e
significativamente (r? > 0,83; Figura 2A); portanto, condicdes que favoreceram a maior
integracdo do fenotipo foram associadas com maior PF. O IPF e o IIF obtidos
apresentaram relacdo positiva e altamente significativa com IPFrcr (Figura 2B e 2C).
Especificamente, verificaram-se fortes associacdes entre IPFrcg € 11IFrcr (> = 0,89 no

fendtipo de sombra e r” = 0,96 no fenétipo de sol) (Figura 2D).

30



0,5 05 @
ks (A) (B) %—
g 04 A - 04 c
E £
S =
S 03 - 03 Sq
g g9
o g
O 4 - s
g 0,2 0,2 o
o ©
5 011 - 01 8
-g \-g
2 00 ; ; ; ; : : : : 0,0

0,0 0,2 04 0,6 0,8 10 00 02 0,4 0,6 0,8 1,0
indice de integragéo fenotipica Indice de integracéo fenotipica

0,5 0,5
(153 (1]
s @ © :
qqgﬁ 0,4 T L 0]4 g
[} [«5)
S 0,3 A - 03 ©
S S
8 8 c O
2702 F02 Bh
o =
[} [«5)
©
o 0.1 1 - 0,1 g
kS °

= 0,0 T T T T T T T T 0]0 =
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 05 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
indice de plasticidade fenotipica indice de integragéo fenotipica

TCR

Figura 2: Regressao linear simples entre o indice de integracdo fenotipica e o indice de
plasticidade fenotipica (média + erro padrdo) (A), indice de integracdo fenotipica e
indice de plasticidade fenotipica da taxa de crescimento relativo ao acuimulo de biomassa
(TCR) (B), indice de plasticidade fenotipica e o indice de plasticidade fenotipica da TCR
(C) e entre indice de integracdo fenotipica da TCR e o indice de plasticidade fenotipica
da TCR (D), em plantas de dois fenétipos (fenétipo de sol e fenétipo de sombra) de
Coffea arabica submetidas a combinacdo de condi¢bes contrastantes de luz [sol (100%
da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo
(CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)].
Circulos e linha continua representam os tratamentos do fenétipo de sol e triangulos e
linha pontilhada representam os tratamentos do fenétipo de sombra. Para cada um dos
fendtipos é apresentado o coeficiente de determinagao (r?).
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Tabela 7: Correlacdes lineares de Pearson (r) e coeficientes de trilha entre a taxa de crescimento relativo ao acimulo de biomassa (TCR, variavel
resposta) e variaveis morfologicas e fisiologicas (variaveis explicativas) em plantas de dois fenotipos [fendtipo de sol (plantas cultivadas por oito
meses sob 100% da luz solar direta) e fendtipo de sombra (plantas cultivadas por oito meses sob 10% da luz solar direta) de Coffea arabica
submetidas a combinacdo de condicBes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade
de campo (CC; 100% da &gua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da &gua disponivel)] (n = 10).

Coeficientes de trilha

Fator Fator

Fendtipo variavel  fixo Variaveis r Efeito Efeito indireto
direto Total TAL AFE FMF FMC FMR TCRy TCRy, TCRg N,, PNF A TTE E; C CCO
TAL 099 467 -368 - ~-1,70 -0,12 -2,13 -0,11 101 -0,12 -0,38 -1,24 -1,89 597 -148 0,78 0,04 -2,44
ccC AFE -096"" 1,79 -275 -443 - 011 199 009 -098 0411 0,37 129 176 -6,28 1,60 -0,83 -0,04 2,59
Luz FMF -0,91*’:* 013 -104 -412 150 - 1,86 0,12 -1,01 013 0,30 1,13 1,84 -563 1,38 -0,76 004 237
= TAL 0,99 -089 18 - 0,39 -0,08 028 -089 -029 0,17 051 -0,11 1,34 -041 -0,04 098 0,03 -0,03
o DH AFE  -090"" -044 -046 080 - 007 -038 119 037 -019 -054 0,17 -135 051 0,04 -1,11 -0,03 0,02
S FMF  -0,51™ 0,17 -068 044 -0,17 - -023 034 009 -009 -014 -016 -0,50 0,17 0,04 -044 -0,02 0,02
§ TAL 099" -243 342 - -051 074 125 -355 -0,67 -039 1,15 0,83 6,23 -2,97 -0,08 1,23 0,10 0,10
S Sol AFE -0917" 055 -147 226 - -049 -1,10 252 058 034 -1,11 -0,81 -532 298 0,08 -1,24 -0,09 -0,13
- Agua FMF -0,80" -0,97 0,17 1,85 028 - -1,05 406 067 038 -0,78 -0,60 -569 2,13 0,06 -091 -0,10 -0,12
TAL 099 207 -108 - -0,01 007 -005 013 -051 -022 -028 -001 -0,24 -0,01 -0,02 0,04 0,01 -0,02
Sombra AFE  -0,84" 000 -0,84 -18 - -013 0113 -0,26 064 024 030 002 018 -001 -0,01 -0,05 -0,02 0,00
FMF  034™ 0,17 0,15 09 -0,01 - -017 034 -064 -019 -025 -0,03 -0,03 0,02 0,07 0,04 003 0,02
TAL 097 1,08 -011 - -0,05 020 0,01 004 003 -010 0,20 0,01 -0,12 -0,11 -0,01 -0,15 0,03 -0,07
ccC AFE  -093"" 0,05 -098 -101 - -0,20 -001 -0,12 -0,05 0,10 -0,27 -001 0,11 0,11 0,05 0,22 -0,03 0,08
. Luz FMF —0,88:: -026 -0,62 -085 0,04 - -001 -0,09 -003 0,02 -0,18 -0,01 0,10 0,09 0,08 0,16 -0,03 0,08
S TAL 0,99 011 08 - 009 -019 -007 -008 072 -0,13 041 -011 1,23 -0,05 -0,16 -0,77 0,04 -0,02
g DH AFE -088"" -0,10 -0,77 -0,10 - 0,11 009 0,17 -0,79 0118 -0,59 0,12 -1,00 003 0,15 0,86 -0,04 0,02
g FMF -o,7g** 0,26 -1,05 -0,08 -0,04 - 000 -005 -0,36 -001 -007 006 -1,08 0,09 0,08 040 -0,03 0,01
S TAL 0,97:*** 305 -207 - -049 046 -019 -041 -0,05 0,60 -002 -029 -1,48 -0,17 0,11 -0,09 -0,01 -0,05
=] Sol AFE  -0,89™" 052 -141 -289 - -023 025 032 007 -055 006 023 1,27 -0,04 -0,09 0,12 -0,01 0,06
E Agua FMF -o,ai** 094 029 -149 013 - 005 055 -001 -021 -0,11 008 094 044 000 -0,05 0,01 -0,03
TAL 0,98 088 010 - -0,03 004 0,01 -001 011 007 -029 -001 024 -0,08 0,04 -001 001 -0,01
Sombra  AFE -059° 004 -063 -063 - 006 0,01 000 -025 -0,89 097 0,01 -009 019 -005 001 -0,01 0,01
FMF  -0,48™ -0,14 -034 -0,29 -0,02 - -004 001 018 1,12 -093 -001 -0,21 -0,15 0,01 -0,01 -0,01 0,00

£33

"P>0,05 P<0,05 P<00le  P<0,001. Vide a listade abreviaturas para maiores detalhes.
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Figura 3: Regressdo linear simples entre os coeficientes de resposta do crescimento
(CRC) e o indice de plasticidade fenotipica. Circulos representam a resposta da taxa
assimilatéria liquida (y = 0, 4948x - 0,2201, r2 = 0,73), losangos da area foliar especifica
(v = 0,0195x + 0,0526, r2 = 0,01), triangulos da fracdo de massa foliar ( y = -0,1316x +
0,1036, r2 = 0,39) e o padrdo geral dos dados é representado pela linha espessa (y =
0,2229x + 0,1190, r2 = 0,74).

2.4 Discussao

As diferencgas substanciais no acimulo de biomassa e no padrdo de particdo de
biomassa verificadas entre os fenotipos de sol e de sombra (Tabela 1) poderiam ser
reflexo, em larga escala, da deriva ontogenética, i.e. plasticidade aparente
(McConnaughay e Coleman, 1999; Wright e McConnaughay, 2002; Weiner, 2004). E
importante distinguir a plasticidade verdadeira da plasticidade aparente, uma vez que a
deriva ontogenética pode obscurecer o grau e a natureza das mudancas adaptativas de
plantas em resposta a condi¢6es variaveis de crescimento (Pigliucci e Schlichting, 1995;
Wright e McConnaughay, 2002). Embora essa distincdo seja fundamental, a deriva
ontogenética tem sido frequentemente ignorada na analise de crescimento. Neste estudo,
foram avaliados os efeitos da interacdo L x A, especificamente dentro de cada fenotipo,

como forma de amenizar possiveis ruidos ontogenéticos.
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Diferentemente da premissa deste estudo, TCR foi associada fortemente a TAL,
sem contribuicdo significativa de AFE ou FMF, mesmo sob baixa irradiancia,
independentemente de qualquer covaridncia entre variaveis, conforme demonstram os
CRCs e a andlise de trilha. Estes resultados contrastam com o que se tem observado em
varias espécies sob limitacdo luminica, quando AFE se reveste de maior significancia na
determinacdo da magnitude de TCR (Shipley, 2000, 2002). Considerando-se a
competicdo (trade-off) entre TAL com AFE e FMF, e que TCR é positivamente
relacionada com a aquisicdo de recursos e ocupagdo do espaco (Lambers et al., 2008),
sugere-se que a expressdo de qualquer plasticidade em AFE e/ou FMF serd nao-
adaptativa, em funcao de proporcionar reducdo em TAL e, consequentemente, em TCR.
Porquanto os custos de plasticidade sdo representados por qualquer reducdo do
desempenho (fitness) associada com a variagdo de uma determinada variavel (Auld et al.,
2010), a plasticidade em AFE e /ou FMF podera apresentar custo elevado para a planta.
Além disso, os valores elevados de IPF expressos por TAL podem ter limitado a
expressdo da plasticidade de AFE e FMF. Essa limitacdo pode estar associada as relacdes
alométricas entre caracteristicas, na medida em que a plasticidade em uma varidvel pode
restringir a plasticidade em outra caracteristica (Valladares et al., 2007).

O sombreamento limitou a plasticidade fenotipica a variacdo da disponibilidade
hidrica no fendtipo de sol, mas ndo no fenétipo de sombra. Embora ndo significativo,
neste fendtipo, a condicdo de pleno sol reduziu a plasticidade das plantas a variacdo da
disponibilidade hidrica. Dentre os possiveis limites de plasticidade propostos (DeWitt et
al., 1998; Givnish, 2002; vanKleunen e Fischer, 2005; Valladares et al., 2007), pode-se
destacar aqueles impostos pelo histérico de plasticidade, que ocorrem quando o potencial
de uma resposta ao ambiente atual depende de respostas anteriores, e 0s limites
ecologicos, que ocorrem quando um fator ambiente restringe as possibilidades de
respostas a outros fatores ambientes. Em geral, fatores que podem restringir a expressao
de qualquer caracteristica podem restringir PF (Scheiner et al., 1991; Schlichting e
Pigliucci, 1998; Callahan e Pigliucci, 2005). Por exemplo, nos individuos inicialmente
cultivados ao sol e posteriormente transferidos para a sombra, a condicdo inicial de pleno
sol pode ter limitado o desenvolvimento da plasticidade sob sombreamento; o oposto
pode ser valido para o fendtipo de sombra, cuja condi¢cdo inicial de cultivo
(sombreamento) pode ter limitado o desenvolvimento da plasticidade a pleno sol.

Fenotipos que séo vantajosos no &mbito de valores extremos de um determinado fator
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abiotico podem ser mal-adaptados para valores extremos de outro fator (Valladares et al.,
2007). Assim, a plasticidade se torna prejudicial quando os valores extremos de ambos
os fatores ocorrem simultaneamente, como ocorreu quando as plantas tiveram que
responder a variacdo de disponibilidade de luz sob deficiéncia hidrica e responder a
disponibilidade de 4gua sob sombreamento.

Evidenciou-se, neste trabalho, que a magnitude de PF de uma determinada
variavel depende da importancia que essa varidvel tem na determinacéo do desempenho
da planta (Figura 3). Foi também demonstrado que o padrdo de IF altera a expressao de
PF; contudo, em contraste ao que tem sido proposto (Gianoli e Palacio-Lépez, 2009), os
dados sugerem que a expressao da plasticidade de um determinado gendtipo é
condicionada por IF. Portanto, sugere-se que PF e IF sejam processos complementares, e
ndo mutuamente excludentes. A expressdo da plasticidade em resposta a disponibilidade
de luz e agua é, pois, dependente do padrdo de covariacao entre caracteristicas funcionais
e difere entre ambientes, como forma de o individuo responder as alteracbes na
disponibilidade de recursos de forma integrada. A estratégia adotada por um genoétipo na
confec¢do do fenotipo ideal ndo deve ser somente focada em uma Unica variavel; para
que haja aumento em TAL, como forma de conferir maior TCR, obrigatoriamente outras
variaveis foram alteradas, destacando-se ainda que, em determinadas condicdes (e.g. sob
DH), o efeito de TAL ¢ indireto em funcdo da relacdo com outras variaveis. Assim,
quanto maior for IF, maior sera a habilidade do gendtipo de alterar todo o seu fenétipo de
forma adaptativa, traduzindo essas mudancas em maior plasticidade, alterando o padréo
de alocacdo de recursos de forma equilibrada e funcional. Com efeito, conclui-se que IF
sob sombreamento e DH, condi¢des em que o ganho de C é reduzido, é limitada como
forma de limitar a plasticidade da planta como um todo, evitando-se grandes alteracfes
do fendtipo e, portanto, o desenvolvimento de plasticidade mal-adaptativa. Nessas
condicdes, a planta responderd de forma particular, desenvolvendo mecanismos
especificos para contornar a condicdo desvavoravel. Por exemplo, sob condi¢gdes ndo
limitantes, observa-se uma relacdo entre o acimulo de biomassa na parte aérea e no
sistema radicular como forma de maximizar o crescimento; em contraste, com limitacéo
de recursos acima ou abaixo do solo, aquela relacdo ndo poderé ser mantida, devendo a
planta concentrar seus recursos na diregdo limitante. Portanto, condigOes estressantes
parecem levar a reducdo das correlacdes entre variaveis como forma de evitar perdas e

maximizar o crescimento. Assim, uma resposta a um fator ambiente pode influenciar
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respostas a outros fatores, e o fato de as respostas as varias condi¢cdes poderem ser
integradas parece crucial para se entender a base de variacao na plasticidade e como ela é

restringida.
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I11. CAPITULO III

Analise funcional dos custos de construcéo e de manutecéo
e da composicdo quimica de folhas de Coffea arabica em
resposta a disponibilidade de luz e de agua

3.1 Introducéo

Enquanto a fotossintese, processo intrinsecamente associado com a construcdo da
biomassa, vem sendo explorada em profundidade, muito pouco tem sido investigado
sobre o destino posterior do carbono (C) assimilado. Fatores que controlam a respiragéo
da planta e a translocacdo de C para varios Orgdos sdo apenas fragmentariamente
compreendidos (Poorter e Villar, 1997). Na maioria dos estudos, o crescimento das
plantas é considerado simplesmente como o acimulo de biomassa, sem considerar-se a
composicdo quimica da biomassa formada. No entanto, a maneira de como uma planta
investe seus assimilados e os minerais absorvidos em diferentes compostos quimicos
influencia diretamente o seu crescimento e 0s custos de constru¢cdo (CCO) e de
manutencdo (CMT) (Merino et al., 1984; Villar et al., 2006). Tecnicamente, CCO ¢
definido pela quantidade de glicose utilizada para a constru¢do de um grama de biomassa
(Penning de Vries et al., 1974; Williams et al., 1987), variando de 1,1 a 1,9 g glicose g™
para folhas de diferentes espécies (Penning de Vries et al, 1974; Sims e Pearcy, 1994;
Poorter et al., 1997; Poorter e Villar, 1997; Poorter e DeJong, 1999; Poorter et al., 2006;
Villar et al., 2006). A energia necessaria para manter processos que ndo resultam em
incremento de biomassa, e.g. giro de moléculas orgénicas, manutencdo de membranas e
troca de solutos, é associada com CMT (Merino et al., 1984).

Informacdes relativas aos efeitos de fatores ambientes, como luz e agua, sobre
CCO de espécies lenhosas séo conflitantes. Por exemplo, enquanto Sims e Pearcy (1994)
estimaram maior CCO em folhas de Alocasia macrorrhiza sob baixa irradiancia, Poorter
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et al. (2006) relataram, em um estudo com 12 espécies lenhosas, que folhas
desenvolvidas sob baixas irradiancias tiveram, em média, CCO 3% menor que o0 de
folhas expostas a altas irradidncias. Em todo o caso, usualmente apenas variag0es
pequenas ou insignificantes tém sido identificadas em CCO em resposta a variagdo de
fatores ambientes (luz, 4gua, CO, e nutrientes), suportando a premissa de que as
alteracdos em CCO em resposta a tais fatores sdo relativamente modestas ou inexistentes,
conforme sugerido por Poorter et al. (2006). O padréo de correlagdo entre os contituintes
quimicos foliares pode ajudar a explicar esse comportamento. Correlacfes positivas entre
compostos com alto e baixo custo energético [e.g. entre proteinas e minerais (Poorter e
Bergkotte, 1992; Poorter, 1994; Poorter e Villar, 1997; Villar e Merino, 2001; Villar et
al., 2006) e/ou fendis sollveis e minerais (Martinez et al., 2002)] e correlagGes negativas
entre compostos de elevado custo energético [e.g. proteinas e lignina, lignina e taninos
(Chapin, 1989) e/ou lipidios e proteinas (Martinez et al., 2002)] tém sido utilizadas para
explicar as pequenas variacdes observadas em CCO em espécies desenvolvendo-se em
diferentes ecossistemas (Villar e Merino, 2001; Martinez et al., 2002; Villar et al., 2006).
Isso significa que a composicdo quimica foliar pode variar grandemente, mas sem
alteracdes correspondentes em CCO.

A hipétese de compromisso entre crescimento e defesa (sobrevivéncia) pode
explicar os padrbes de composi¢do quimica de uma folha (Rhoades e Cates, 1976; Coley,
1988). Segundo essa teoria, a planta enfrenta um compromisso energético entre sintetizar
compostos de defesa (com alto custo metabolico) ou investir essa energia em processos
relacionados com o crescimento (Coley et al., 1985; Reich et al., 1997; Westoby et al.,
2002). Nesse contexto, o crescimento pode competir com a sobrevivéncia por um
substrato comum, e.g. fenilalanina, precursor usado tanto na sintese de compostos
fenolicos como na sintese protéica (Boudet, 2007). Todavia, poucos estudos examinaram
como o desenvolvimento de defesas quimicas pode interagir com os atributos funcionais
foliares, considerando-se potenciais efeitos negativos no crescimento e desempenho da
planta devido ao desvio de recursos para defesa (Pujol et al., 2005; Agrawal e Fishbein,
2006; Mondolot et al., 2008; Pujol et al., 2008). Sugere-se, aqui, que a sele¢do de
determinadas caracteristicas que favoregcam o crescimento mais rapido pode limitar a
capacidade da planta em sobreviver sob condi¢des limitantes de recursos.

Apesar da origem em ambientes sombreados, cultivares modernas de café (Coffea

arabica L.) produzem mais ao sol que a sombra, especialmente quando o uso de
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insumos, como agua e particularmente N, € intensivo (DaMatta, 2004). Entretanto, o
cafeeiro exibe taxas fotossintéticas muito baixas (tipicamente de 4 a 11 pmol CO, m? s
1), mesmo sob condicBes 6timas de cultivo (Silva et al., 2004). Em paralelo, os
requerimentos de nitrogénio (N) sdo elevados, com teores médios da ordem de 3 a 4 %
na massa seca foliar, resultando em baixa eficiéncia do uso do N (Araujo et al., 2008).
Em ambientes sombreados, apesar de a taxa de fotossintese ser menor devido a
limitagBes fotoquimicas, a capacidade fotossintética potencial, medida sob luz e CO,
saturantes, pouco difere ao compararem-se folhas de sol e de sombra, podendo alcangar
valores superiores a 30 umol O, m™ s* (DaMatta et al., 2007). Isso representaria, a
principio, uma alocacéo ineficiente de recursos sob condi¢des nas quais, dificilmente, o
cafeeiro poderad expressar seu desempenho fotossintético potencial. Registra-se, ainda,
que o cafeeiro exibe concentracdes elevadas de compostos do metabolismo secundario,
tanto compostos ricos em C (e.g. fendis — Salgado et al., 2008) como em N (e.g.
alcaldides purinicos — Barros et al., 1994). Tais compostos tém sido normalmente
associados com aumentos da capacidade de defesa ndo somente contra herbivoria, mas
também contra a ocorréncia de danos oxidativos, de modo a aumentar a capacidade de
sobrevivéncia, ainda que em detrimento do crescimento (Close et al., 2003). Portanto,
sugere-se aqui que, concomitantemente as baixas taxas fotossintéticas in situ, altas
concentracdes de N e de compostos secundarios devem afetar sobremodo a economia do
C, CCO e CMT em café. Contudo, nenhuma abordagem quantitativa até o presente foi
feita para se examinar como a alocacdo de N e a composicdo quimica da folhagem
impactam CCO e as taxas de crescimento dessa espécie.

Varios estudos tém sido conduzidos sobre os efeitos separados da disponibilidade
de luz e de &gua sobre a ecofisiologia do café, mas muito pouco se conhece sobre os
efeitos combinados desses fatores sobre a sua fisiologia. Neste trabalho, examinaram-se
como fatores ambientes (e.g. luz e agua) e enddgenos (e.g. idade foliar) influenciam a
alocacdo do N foliar, CCO e a composi¢do quimica, procurando-se avaliar possiveis
impactos sobre o crescimento. Especificamente, testou-se a hipdtese de que fracdo
significativa do N é alocada em processos ndo relacionados diretamente com a
fotossintese, e que isso pouco se alteraria em plantas a sombra ou a pleno sol. Foram
também testadas as relagdes de dependéncia entre crescimento, CCO e CMT e

composi¢gdo quimica da folhagem, como forma de aumentar a compreensdao da
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significancia ecofisioldgica da aclimatacdo do cafeeiro a disponibilidade de agua e de

luz.

3.2 Material & Métodos
3.2.1 Material vegetal, condicdes de cultivo e desenho experimental

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°’W, 650 m altitude),
Minas Gerais. Estudou-se um unico genotipo, visando-se analisar somente as variaces
ambientes, na auséncia de potenciais fontes de confundimento (variacbes genéticas e
variagdes associadas com as interagdes do genétipo com o ambiente). Utilizou-se de
plantas de Coffea arabica L. cv ‘Catuai Vermelho IAC 44°, propagadas por semente,
cultivadas em vasos com capacidade de 30 litros. O substrato para o crescimento das
plantas foi constituido de uma mistura de solo, esterco de curral curado e areia (4:1:1,
viviv). A mistura foi adubada e teve o pH corrigido, de acordo com anélise de solo e
recomendacges técnicas usuais para a cultura. Sessenta (60) mudas foram plantadas em
fevereiro de 2009. Metade dessas mudas (30) foi cultivada a pleno sol (fen6tipos de sol)
e a outra metade (30) foi cultivada sob sombreamento, i.e. 15% da radiacdo solar,
empregando-se, para tal, telas de poliolefinas (fendtipos de sombra). As plantas foram
mantidas nessas condi¢cBes por dez meses. Apds a emissdao do oitavo par de ramos
plagiotropicos, 10 plantas de cada fendtipo foram colhidas e caracterizadas
morfologicamente. Os fenotipos de sol e de sombra apresentavam diferencas tipicas de
plantas de sol e de sombra, respectivamente, conforme Lambers et al. (2008),
destacando-se que plantas do fendtipo de sombra apresentavam folhas maiores (area
foliar unitaria 25% superior), maior investimento de biomassa em estruturas da parte
aérea (razdo parte aérea/sistema radicular 53% maior) em relacdo as plantas do fenétipo
de sol. Dos 20 individuos remanescentes do cultivo a pleno sol, metade (10) permaneceu
a pleno sol, e a outra metade (10) foi transferida para ambiente sombreado (15% de
radiacdo solar); os dois tratamentos luminicos foram, entdo, combinados com dois niveis
de agua disponivel no solo (déficit hidrico, DH, e capacidade de campo, CC, aqui
definidos como sendo 30 e 100% de agua disponivel no solo, conforme descrito abaixo).
O mesmo foi feito com os 20 individuos remanescentes do cultivo a sombra, i.e. metade
(10) permaneceu a sombra, e a outra metade (10) foi transferida para pleno sol,
combinando-se estes dois tratamentos com os dois niveis de agua disponivel no solo.

Portanto, 40 plantas foram distribuidas em oito tratamentos (cinco plantas por
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tratamento), em esquema fatorial 2x2x2 (dois fendtipos x dois niveis de irradiancia x
dois niveis de agua disponivel), impostos durante 120 dias, quando, entdo, as plantas
foram colhidas. O experimento foi montado e analisado sob delineamento inteiramente
casualizado. A unidade experimental foi composta por uma planta por recipiente de
cultivo.

A agua disponivel (AD) foi calculada observando-se os valores de umidade
volumétrica na curva de retencdo de agua no solo para CC (determinada na tensao de -
0,010 MPa) e para o ponto de murcha permanente (PMP) (determinado na tensdo de -1,5
MPa), utilizando-se da seguinte expressdo: AD = CC — PMP. Previamente, 0 peso de
todos os vasos foi padronizado. Posteriormente, procedeu-se a elevacdo do teor de
umidade do substrato até atingir-se a CC, determinada pela curva de retencdo, com
posterior pesagem dos vasos. Uma vez estabelecido o peso dos vasos na CC e,
considerando-se a quantidade de AD, foi estabelecido o peso dos vasos com 30% de AD.
O estabelecimento e o controle dos niveis de umidade do substrato em cada tratamento
foram realizados pelo acompanhamento do peso dos vasos. O ajuste do peso dos vasos
foi feito quinzenalmente, devido ao incremento propiciado pelo crescimento das plantas.

Durante o periodo de cultivo das plantas, a temperatura média do ar foi de 25,7°C
(média das maximas de 27,2°C e a média das minimas de 16,8°C) e a umidade relativa
média de 77,4%, medidas com sensores (LICOR, modelo LI-104) instalados em abrigo
meteorolégico no local do experimento. A radiacdo fotossinteticamente ativa, medidas
com sensores (LICOR, modelo LI-190SB), foi de 19,02 + 1,58 mol m™ dia™ para as
plantas cultivadas a pleno sol e 2,91 + 0,25 mol m™ dia™ para as plantas cultivadas sob
sombreamento. Todos os sensores foram conectados a um sistema de aquisicdo de dados
(L1-1400, LICOR, EUA), coletando-se os dados a cada minuto e armazenando-se o valor

médio a cada 5 min.

3.2.2 Analise de crescimento

Apo6s o periodo de imposi¢cdo dos tratamentos (120 dias), realizou-se a Gltima
avaliagdo destrutiva; as raizes foram lavadas com agua de torneira sobre uma peneira de
0,5 mm e, juntamente com os tecidos de caules e folhas, secas em estufa, a 70°C, até
atingirem peso constante; posteriormente, o peso seco de folhas, caules e raizes foi

obtido. A AFE foi calculada a partir da razdo entre a area e 0 peso seco de 20 discos
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foliares. Calculou-se a taxa de crescimento relativo (TCR) conforme o suplemento

disponivel em Hunt et al. (2002).

3.2.3 Composicao quimica do tecido foliar

As andlises quimicas seguiram o0s procedimentos descritos em Poorter e Villar
(1997), com algumas modificacdes. A composicdo quimica foi analizada em folhas com
duas idades (folhas com 360 e 30 dias ap0s a expansdo completa, doravante designadas
folhas velhas e novas, respectivamente). Para tal, oito folhas foram coletadas em
nitrogénio liquido, liofilizadas, trituradas em moinho de bola, passadas em peneira de
0,80 mm e, posteriormente, secas novamente em estufa a 60°C, por 48 h. Todas as
medic¢Oes posteriores foram realizadas em duplicatas da amostra fracionada.

Em uma fracdo da amostra (10 mg), a concentracdo de C e N foi determinada
com um analisador elementar (Carlo Erba, Mildo, Itdlia), utilizando-se esta mesma
fracdo para determinacdo da abundancia relativa de °C e '*C, determinada em
espectrometro de massa, conforme descrito em Pinheiro et al. (2005). A concentragéo de
nitrato [NO3] foi determinada em uma segunda fracdo da amostra (100 mg), conforme
Cataldo et al. (1975). A concentragdo de nitrogénio organico [Nor] foi determinada
subtraindo-se da concentracdo de nitrogénio total a [NO3;]. Uma terceira fracdo da
amostra (200 mg) foi incinerada a 550°C em mufla, por 12 h, determinando-se a
concentragcdo de cinzas [CZ] por gravimetria. A concentracdo total de carbonatos foi
determinada quantitativamente, transferindo-se as cinzas para um frasco erlenmeyer e
determinando-se a sua alcalinidade (AC) adicionando-se HCI 0,05 N seguida de,
titulagdo com NaOH 0,05 N, utilizando-se alaranjado de metila 0,1% com indicador de
pH. A concentracdo (expressa em mEq g*) de 4cidos organicos [AO] foi estimada
conforme a equacéo: [AO] (mg g*) = (AC - [NO3]) x 62, em que 62 é o valor médio do
peso de 1 Eq de &cidos organicos (Poorter e Villar, 1997). A concentracdo de minerais
[MIN] foi determinada conforme a equacdo: [MIN] (mg g*) = [CZ] — (AC x 30) +
[NO37, em que [CZ] e [NO57 sdo expressos em mg g™ do peso seco, e AC, em mEq g™
30 representa o peso de 1 Eq de carbonato.

Uma quarta fracdo da amostra (250 mg) foi utilizada para a determinagdo de
lipidios (LIP), fendis sollveis totais (FEN), aglcares sollveis totais (AST), amido
(AMD), proteinas (PRO) totais, aminoacidos soluveis totais (AMN), lignina (LIG),
celulose (CEL) e hemicelulose (HCE). Para isso, a cada amostra foram adicionados 4 mL

44



de uma mistura de metanol/cloroférmio (1:1) (Bligh e Dyer, 1959), mantidas sob
agitacdo durante 30 min, seguida de centrifugacdo a 4000 g por 5 min. O sobrenadante
foi coletado e, ap0s a adicdo de 2 mL de agua, sob agitacdo, a mistura foi centrifugada
(4000 g, 5 min), separando-se a fase cloroférmio da fase metanol/agua. A concentracdo
de LIP foi determinada por gravimetria, apos a evaporacdo do cloroférmio em estufa de
circulacdo forcada a 60°C e pesagem do residuo resultante, composto em grande parte
por fosfolipidios, galactolipidios, bem como alguns esterdis e clorofilas (Poorter e Villar,
1997). A concentracdo de FEN foi determinada colorimetricamente (725 nm) no extrato
da fase metanol/agua, utilizando-se do reagente de Folin-Ciocalteu (1:1) e acido tanico
como padrdo. A concentracdo de AMN foi determinada na fase metanol/agua (DaMatta
et al.,, 1999). No pellet resultante da extracdo metanol/cloroféormio (composto
principalmente de CEL, HCE, LIG, proteinas da parede celular, proteinas que foram
precipitadas durante a extracdo e amido) determinou-se a concentracdo de amido; para
tal, aos tubos contendo o pellet foram adicionados 3 mL de HCI 3%, permanecendo por 3
h a 100°C, com o fim de quebrar o amido e, apds centrifugacdo a 4000 g por 5 min, o
sobrenadante foi coletado e os agUcares resultantes da hidrdlise acida, assim como 0s
acucares sollveis presentes no sobrenadante da fase metanol/agua, foram determinados
colorimetricamente (620 nm) usando-se o reagente de antrona (Fales, 1951). Tubos
contendo concentragdo conhecida de amido foram submetidos aos mesmos
procedimentos para que a concentracdo pudesse ser obtida mediante curva-padrédo
(utilizando-se glicose como padrdo). O residuo resultante ap6s a hidrolise acida foi
considerado como sendo material de parede celular e proteinas, quantificados por
gravimetria apés secagem a 60°C, durante 24 h. O conteldo de parede celular foi
determinado subtraindo-se do peso do residuo o contetdo de proteinas. A concentracdo
de proteinas foi determinada multiplicandose [Norg] (cf. DaMatta et al. (1999)) presente
no residuo resultante apds a hidrolise acida por 6,25 (Merino et al., 1984).

O residuo resultante apés a hidrélise acida e secagem a 60°C foi acondicionado
em frascos de polietileno. Em sequéncia, foram adicionados 80 mL de solugdo de
detergente neutro (Mertens, 2002), omitindo-se o uso de sulfito de sodio e utilizando-se
a-amilase termoestavel (Termamyl 2X, Novozymes). Os frascos foram lacrados e
autoclavados a 105°C, por 1 h. O material insoltvel foi retido por filtracdo sob vacuo em
cadinhos (porosidade grossa) e submetido a lavagem sequencial com agua quente e
acetona. O contetdo de fibra insoltvel em detergente neutro (FDN) foi quantificado apds
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a secagem do material em estufa ndo ventilada a 105°C, durante 16 h. Os cadinhos
contendo FDN foram acondicionados em frascos de polietileno, sendo-lhes adicionados
80 mL de solugdo de detergente acido (Van Soest e Robertson, 1985). A fibra insoltvel
em detergente &cido (FDA) foi obtida seguindo-se os procedimentos de autoclavagem,
filtracdo, lavagem e secagem supradescritos. Os teores de HCE foram obtidos a partir da
diferenca entre os conteudos de FDN e FDA. Cadinhos contendo a FDA foram
acondicionados em frascos de polietileno, adicionando-se-lhes aproximadamente 5 mL
de H,SO,4 (12 M). O material foi homogeneizado, adicionando-se a seguir H,SO, de
forma a cobrir cerca da metade da altura Gtil dos cadinhos. O material permaneceu a
temperatura ambiente por 3 h. Apos este periodo, procedeu-se a filtragdo sob vacuo,
lavagem com &gua destilada quente e secagem (105°C/16 h). O teor de CEL foi obtido a
partir da diferenca entre os contetdos de FDA e do residuo obtido apés o tratamento com
H,SO,4. O residuo insolivel em H,SO, dos cadinhos foi posteriormente incinerado
(500°C/3 h), quantificando-se o residuo mineral. A lignina foi quantificada como a perda
de material orgénico durante a incineracdo. A concentracdo de carboidratos totais
estruturais (CTE) foi obtida subtraindo-se do contetido de parede celular o contetido de
lignina. A concentracdo de carboidratos totais ndo-estruturais (CTN) foi obtida somando-

se 0s contetidos de amido e de AST.

3.2.4 Custos de construcao e de manutencao do tecido foliar

Em funcdo da diversidade de métodologias usadas para estimar-se CCO e como
forma de possibilitar uma comparacédo dos dados obtidos com os reportados por diversos
autores (comparacOes de valores de CCO obtidos por diferentes métodos para uma
mesma amostra pode variar em até 20% — Williams et al., 1987; Griffin, 1994), CCO foi
aqui estimado via dois dos principais métodos disponiveis. Considerando-se a eficiéncia
de crescimento das folhas, o calor de combustdo e a concentracdo de nitrogénio e cinzas
das folhas, calculou-se CCO (g de glicose g™) conforme a equacio abaixo, proposta por
Williams et al. (1987):

CCOw = [(0,06968 x Hc — 0,065) x (1 - CZ) + (7,5 x k x Norg/14,0067)]/Eg

em que Hc é o calor de combustdo (kJ g™), determinado via combustio completa de 500
mg do material vegetal (quinta fracdo) em bomba adiabatica calorimétrica (Villar e
Merino, 2001); CZ é a concentracdo de cinzas (g g™h); k é 0 estado de oxidagéo da fonte

de nitrogénio (+5 para nitrato ou -3 para aménio) — como a fonte de nitrogénio ndo era
46



unica, foi utilizado o valor médio (+1); Nog € @ concentragdo de nitrogénio organico
foliar (g g™); Eg é a eficiéncia de crescimento do tecido foliar, sendo o valor utilizado
neste estudo igual a 0,89 (Williams et al., 1987). Utilizando-se as concentracdes foliares
(mg g*) de C, Norg € MIN, CCO (g de glicose g™?) também foi estimado segundo
metodologia de Vertregt e Penning de Vries (1987) e modificada por Poorter (1994),

conforme a equagao:

CCOp =(-1,041 + 5,077 x C) x (1 — MIN) x (5,235 X Noyg)

Foi explorada a sensibilidade do CCO foliar apds alteracdes em cada uma das trés
variaveis independentes utilizadas em cada método (CCOw: calor de combustdo e
concentragdo de nitrogénio organico e cinzas; CCOp: concentracdo de carbono,
nitrogénio orgéanico e cinzas), mantendo-se as outras duas varidveis constantes,
semelhantemente a abordagem de Griffin et al. (1996) e Villar e Merino (2001).
Calculou-se o porcentual de mudanca em CCO foliar associada a variacdo de + dois
desvios-padrdo de cada uma das varidveis independentes, mantendo-se as duas outras
varidveis constantes. O valor médio de cada variavel, obtido a partir do conjunto de
dados, foi usado como constante. A estimativa da contribuicdo de cada composto
quimico associada a diferenca em CCO foi feita conforme Poorter e DeJong (1999).

Os custos de manutencdo (CMT) por unidade de massa seca (g glicose g MS
dia™) foram determinados a partir das concentracdes foliares de lipidios, proteinas e
minerais, considerando-se 0s seguintes coeficientes de manutencdo: 0,0425 (lipidios),
0,0405 (proteinas) e 0,008 (concentracao idnica), conforme Merino et al. (1984). O CMT
foi calculado pela soma do produto da multiplicacdo de cada coeficiente de manutengéo
pela concentracdo de cada composto correspondente, acrescentando-se 0s custos de

manutencdo da concentracdo i6nica (Penning de Vries et al.,1974).

3.2.5 Particéo do nitrogénio

As respostas da taxa de assimilagdo liquida do carbono (A) a concentracdo interna
de CO, (curva A/C;) foram determinadas com um analisador de gases a infravermelho
(Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA), a 25°C, sob 1000 pmol (fétons) m? s™, um valor
saturante, mas ndo fotoinibitorio, variando-se a pressao parcial de CO,, de 5 a 200 Pa
(Long e Bernacchi, 2003). As curvas A/C; também foram realizadas em folhas mortas
(ap6s fervura), a fim de se corrigir os valores de A e C;, em fungdo de vazamentos de
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CO; da camara de medicdo do analisador de gases, conforme Flexas et al. (2007). A
partir dessas curvas, foram calculadas a taxa de carboxilagdo maxima (Vcmax), @ taxa de
carboxilagcdo maxima limitada pelo transporte de elétrons (Jmax) € a taxa de respira¢do na
presenca de luz. Foram entdo estimadas as fragdes do N em Rubisco (P;), proteinas da
cadeia de transporte de elétrons (Pp) e pigmentos envolvidos na captura de luz (P)), de

acordo com as equacdes de Niinemets e Tenhunen (1997):
V

,P — C max

" 6,25 x20,5 x [ﬁ]xﬁ

em que 6,25 g Rubisco (g N em Rubisco)™ é um fator para converter o contetido de N em
proteina; 20,5 pmol CO, (g Rubisco)™ s™ ¢ a atividade especifica da Rubisco; AFE ¢ a

area foliar especifica; e N, € o teor de N total em base de massa.

-'JI'HEX

8,06 X 156 X (ﬁ] XN,

P, =

em que 8,06 pmol citocromo f (g N em componentes de transporte de elétrons)™ é um
fator de conversdo; e 156 mol elétrons (mol citocromo f)* s o fator de atividade do

transporte de elétrons por unidade de citocromo f.

c

L

p=—2_
N, %Cg

em que C,, é a concentracdo de clorofilas totais, e Cg a média ponderada da quantidade
de clorofila por quantidade de nitrogénio que ha nos fotossistemas (FSII e FSI) e nas
antenas do FSII (LHC I11). A concentracdo de cada complexo enzimatico por unidade de
area e a proporcao de clorofila em cada complexo enzimatico em relacdo a concentracédo
total foram calculadas de acordo com Hikosaka e Terashima (1995). A fracdo do N em

componentes estruturais (Ps) foi determinada conforme equacéo abaixo:
P_=100—-P,— P, — P,
3.2.6 Anélises estatisticas

Os dados foram analisados via analise de variancia (ANOVA) e, para o estudo

das relacGes entre as varidveis, utilizou-se da técnica de correlacédo linear de Pearson (r) e
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da analise de componentes principais, utilizando-se do Sistema de Analises Estatisticas e
Genéticas da UFV (SAEG, versdo 9.1).

3.3 Resultados

O principal fator responsavel por diferengas em CCO foi a variacdo da
disponibilidade de luz (Tabela 1). Os valores dos CCOy variaram entre 1,162 g glicose
g* (folhas do fenétipo de sombra, & sombra sob DH) e 1,416 g glicose g™ (folhas do
fenotipo de sol, a pleno sol sob CC) (Tabela 2). Estes valores, no geral, foram inferiores
(10%) aos valores de CCOp. A variagdo da disponibilidade hidrica explicou somente
uma pequena proporcdo da variagdo dos CCO (2% no maximo). No geral, folhas
expandidas a pleno sol apresentaram CCOw (1,367 g glicose g™*) 12% superior ao das
folhas expandidas & sombra (1,223 g glicose g™). Considerando-se CCOp, folhas
expandidas a pleno sol apresentaram CCOp (1,501 g glicose g™) 11% superior ao das
folhas expandidas & sombra (1,354 g glicose g™) (Tabela 2). As variagdes dos CMT
foram explicadas principalmente pela idade foliar; nas folhas velhas, CMT (14,7 mg
glicose g* dia™) foi 8% superior ao das folhas novas (13,6 mg glicose g* dia™),
independentemente do fenétipo e da disponibilidade de agua e luz. A §*3C aumentou
(1,67%0) com a imposi¢do do DH a pleno sol (613Ccc = -24,59%o; BCpy = -22,92%o0),
contudo houve reducdo (0,72%o) em 8-3C quando o DH foi imposto a sombra (88Cec = -
26,33%0; 8- Cpy = -27,05%0). Em relagdo ao fator luz, 8C foi menor em folhas
expandidas a sombra, com redu¢do de 1,74%o e 4,13%0 em relacdo as folhas expandidas a
pleno sol, quando a expansédo ocorreu sob CC e DH, respectivamente (Tabela 2).

A area foliar especifica foi 25% superior em folhas expandidas a sombra em
relacdo as expandidas a pleno sol, enquanto TCR foi maior nas plantas a pleno sol,
independentemente do fendtipo e do regime hidrico (Tabela 2). Registra-se, também, que
a abscisdo foliar ocorreu aos 394 + 14 dias apds a completa expansdo do limbo nas
plantas ao sol; a sombra, as folhas marcadas tinham 420 dias ap6s a expansdo quando da
Gltima coleta destrutiva, sem qualquer sinal evidente de senescéncia, resultando portanto

em maior longevidade foliar em relacdo a das folhas ao sol (dados ndo mostrados).
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Tabela 1: Porcentagem da varidncia (soma de quadrados do fator/soma de quadrados total) explicada pelos fatores: 4gua (n=2), idade foliar
(n=2), luz (n = 2) e a interacdo entre esses fatores, em variaveis morfoldgicas e fisioldgicas de plantas de C. arabica, provenientes de dois
fendtipos distintos (sol e sombra), de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de trés fatores. A variabilidade dos dados em relacdo a
média é representada pelo coeficiente de variacdo (CV). R? é a proporcdo da variancia total explicada pelo modelo.

Variaveis Fendtipo de sol Fendtipo de sombra
Agua Idade Luz AxF AxL FxL AxFxL R* cV Agua Idade Luz AxF AxL FxL AxFxL R* CV
LIP 1" 737 1~ 2 1™ <1® 1™ 78 8l 8 467 97 1® 4~ <1 <1® 67 73
LIG 13" 12r <1® <1® <1® 1® 0 <1® 27 270 @ <1® o*  e® 2® 1™ <1® 5® 23 318
FEN <1™ 18 4877 <1™ <1™ 19 1" 86 138 4 24 277 <1® 1™ 197 <1® 8l 252
PRO 3" 247 8 1™ 5% <1®  2® 44 121 4" <1® 227 5® 1®  5®  <1® 37 149
CEL 1" 4* 457 <1® 5 100 <1® 65 189  <1™ 1™ 407 6 <1® <1® 19 67 144
HCE 1" 27 37 1 1™ 19 <1® 8 74 <1® 16 33T <1® 8 1~ 2® 61 103
AMD 45 9" 7" 87 6 3 5° 84 167 437 5 <1® 8 <1 8 <1® 65 233
AST 10 57 727 2 <1® <1 1® 90 180 11 <1® 3 7 217 1®  1® 75 293
AO 12 6 14 4% 4° 16 3® 60 11,8 6 41 7 <1® <1® 15 1™ 70 109
MIN 5 <1® 717 3 <1® 2 <1® 82 131 1" 267 26 1™ <1™  4®  <1® 58 176
AMN 77 58T <1® 5T 1® 11 1® 82 203 107 3° 3™ 10" 3% 1®  <1® 66 155
N 11 207 500 <1® 47 22 1™ 88 45 11 16 2" 4™ 227 87 3® 66 68
C <1™ 427 21 1™ 7T 12 <1® 88 10 <1” 1™ 64 1™ 97 3 <1® 78 13
C:N 7 7T 82 <1® 97 <1® 1™ 91 39 1”127 2 2n° 160 5® 1™ 49 83
8°C 18 87 44T 2 37 10 <1® 86 27 25 6 1877 1™ 177 13 1" 81 26
H. <1™ 40 167 <1® 7 7 3 72 30 2" <1® 827 <1® <1® <1® <1® 85 25
CCOw <1®™ 357 247 <1® 47 9" 3 76 33 2 47797 1™ 1™ 1® 1™ 88 26
CCOp 2 53 15 1" 37 14 <1® 87 19 1" 97 56 1™ 12 7 <1™ 85 22
CMT 1" 70 <1® 2® 3 <1®™ <1® 76 31 10 2377 25 1™ <1® 1™ <1® 59 34
AFE <1® <1® 497 15 1™ 1™ 14 81 46 <1" 7 52 <1® 6 6 1™ 72 51
TCR 23 - 55 - 1 - - 89 117 5™ - 59 - o<1® - - 63 216

P <005 P<001 P<0,001e™P>0,05. Acidos organicos, AO; aclcares sollveis totais, AST; amido, AMD; aminoécidos, AMN; calor de combust&o, H,;
celulose, CEL; fendis soltveis totais, FEN; hemicelulose, HCE; lignina, LIG; lipidios, LIP; proteinas, PRO; minerais, MIN; carbono, C; nitrogénio, N; relagdo entre a
concentracdo de carbono e nitrogénio, C:N; composicéo isotopica de carbono, 5"°C; custos de construgdo, CCOy, [método proposto por Willians et al., (1987)] e CCOp [
método proposto por Vertregt e Penning de Vries (1987) e modificado por Poorter (1994)], custos de manutencdo, CMT; éarea foliar especifica, AFE; taxa de
crescimento relativo, TCR.
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O conjunto de dados apresentou pequena variacdo dos CCO, indepententemente
do método (C.V. = 2,5%), acompanhada de pequenas variacbes em H¢ e [C] (C.V. =
2,0%) (Tabela 1). Assim, as variacdes apresentadas pelo conjunto de dados pode ser
perfeitamente representada pela anélise de sensibilidade (Anexos; Figuras 6, 7 e 8), em
que se permite destacar a importancia de H. e [C] na determinagdo dos CCO.
Analizando-se as alteracbes em CCOy, a variacao (x dois desvios-padrdo) de H. causou
aumento de 21% em CCOy; entretanto, o aumento da [CZ] foi associado com reducéo de
6% dos CCOy, enquanto [N] apresentou efeito negligenciavel, causando somente 1% de
aumento dos CCOyw. Ademais, CCOy correlacionou-se positivamente com H¢ (r =
0,98) e negativamente com [CZ] (r = -0,69 , enquanto [N] ndo se correlacionou
significativamente com CCOy,. A variacdo da [C] e [N] causou aumento de 18% e 7%
dos CCOp, respectivamente, ao passo que a variacao da [MIN] reduziu em 4% os CCOp.
Semelhantemente, CCOp correlacionou-se significativamente com [C] (r = 0,98, P <
0,0001) e [N] (r = 0,53), e negativamente com [MIN] (r = -0,64) (Anexos).

A analise dos constituintes quimicos do tecido foliar foi considerada, uma vez
que H. e [C] sdo altamente dependentes da composi¢do quimica. Similarmente aos CCO,
o principal fator responsavel por diferencas na composi¢do quimica, de forma geral, foi a
luz. O fator agua somente explicou a maior proporcao da variacdo total da concentracao
de AMD. Para o fenétipo de sol, uma proporc¢éo significativa da variancia de LIP, PRO,
AMN, C, H;, CCOy, CCOp, CMT e AFE ¢ explicada pelo fator idade foliar, enquanto no
fendtipo de sombra esse fator explica grande parte da variagdo em LIP, FEN, HCE, AO,
MIN, N, 8*3C e CMT (Tabela 1). Contudo, a maior parte dessas variacdes é reflexo da
diferenca de disponibilidade de luz durante a formacdo do tecido foliar, antes da
aplicacdo dos tratamentos, com excec¢do da concentracdo de LIP, que foi 25% maior nas
folhas velhas em relacdo as novas, independentemente do regime hidrico ou da
disponibilidade de luz (Figuras 1A e 1B).

Considerando-se que as folhas expandidas ao sol e posteriormente expostas a
sombra ndo mostraram variacdo da concentracdo de LIP, em relacdo as folhas
expandidas a sombra e posteriormente expostas a pleno sol, sugere-se que grande parte
daquele aumento seja reflexo puramente da idade foliar. Nas folhas velhas expandidas e
mantidas sob sombreamento, a concentracdo de LIP foi menor (2%) em relacdo a das

folhas velhas expandidas e mantidas a pleno sol.
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Tabela 2: Médias (n = 5) dos custos de construcdo determinado conforme método proposto por Willians et al. (1987) (CCOw, g glicose g™*) e segundo
metodologia proposta por Vertregt e Penning de Vries (1987) e modificada por Poorter (1994) (CCOp, g glicose g), custos de manutencdo total (CMT,
mg glicose g* dia™), calor de combustdo (Hc, ki g™) concentracdo de carbono (C. mg g*), concentragdo de minerais (Minerais, mg g™), 4rea foliar
especifica (AFE, m? kg'*), composicao isotépica de carbono (8*3C, %.) em folhas com diferentes idades ontogenéticas (folhas com 360 dias; folhas com 30
dias) e taxa de crescimento relativo (TCR, mg g™ d*) de plantas de C. arabica L. provenientes de dois fendtipos (fenétipo de sol e fenétipo de sombra)
submetidas a combinacéo de condi¢des contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e 4gua [capacidade de
campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)].

) Fendtipo de sol Fendtipo de sombra
. Idade foliar
Variaveis (dias) Sol Sombra Sol Sombra
DH CcC DH cC DH cC DH cC
cco 360 1,366 4 1,416 1,396 1,322 PB” 1,321 % 1,318 1,162 % 1,197 %®
W 30 1,344 4 1,342 %A 1,218 1,209 % 1,343 %A 1,380 1,176 %® 1,214 %
cco 360 1,517 A 1,539 1,545 4" 1,508 "4 1,412 4 1,372 1,300 %® 1,344 %4
P 30 1,486 4 1,471 1,401 % 1,346 "8 1,510 A 1,432 4 1,311 "8 1,343 %8
CMT 360 14,9 14,74 14,7 15,1 % 14,84 14,6 A 14,4 24 14,0 4
30 13,84 13,1°4 13,64 13,4 A 14,4 4 14,0 *A 13,8 % 13,2 %
H 360 19,07 19,78 A 19,66 19,07 *&° 18,724 19,00 16,95 *® 17,35 %
¢ 30 18,63 18,84 A 17,52 %® 18,86 ™A 17,38 A 19,21 A 17,00 %® 17,37 %
360 471,02 481,16 474,78~ 468,78 %" 458,62 453,84 % 438,44°" 446,144
C aA aA aB bB aA bA aA aB
30 466,58 470,06 450,50 44322 467,38 458,76 438,32 44348
Minerais 360 32,09 %" 30,66 *© 44,87 A 47,86 4 45,62 " 45,62 " 52,08 51,45 A
30 24,86 ™ 33,78 % 46,58 *A 54,42 A 33,84 27,13°% 46,414 43,92
360 10,63 10,98 4 10,48 " 10,49 " 13,51 %" 13,35 " 14,24 %4 14,86
AFE aB aB bA A aB aB aA aA
30 10,85 10,88 11,58 12,84 a 11,63 11,89 14,12 14,90
13 360 2280 -2429"" -2450%" 2480 26,68 26,17 27,76 °® 2599 **
6 C aA bA aB bB aA bA bB aB
30 -22,28 24,65 -25,96 27,12 -23,68 24,82 27,32 -25,88
TCR 6,88 PA 10,46 24 5,04 % 5,69 8,19 8,92 A 4,61 % 5,76 %

Para a mesma variavel, dentro de cada fendtipo, médias seguidas pela mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre os regimes hidricos para um mesmo nivel de luz e
médias seguidas pela mesma letra mailscula ndo sdo significativamente diferentes entre as condi¢Bes de luz dentro de um mesmo regime hidrico. Asterisco representa diferenca
significativa entre idade foliar considerando-se um mesmo regime hidrico e nivel de luz. As médias foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05).
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Os fatores analisados explicaram uma pequena proporcdo da variacdo total da
concentracdo de LIG (23% e 27% da variacdo total para plantas do fenotipo de sol e
sombra, respectivamente) e PRO (37% e 44% da variacdo total para plantas do fenotipo
de sol e sombra, respectivamente) (Tabela 1), sem diferencas entre os tratamentos. Em
média, as concentracdes de LIG (Figuras 1E e 1F) e de PRO (Figuras 1G e 1H) foram de
cerca de 6% da massa seca foliar. Folhas expandidas a pleno sol apresentaram, em
média, 8% de FEN, 9% de CEL, 11% de HCE, 5% de AST, 0,5% de AMN, 6% de AO e
3% de MIN, valores substancialmente maiores aos das folhas expandidas a sombra (3%
de FEN, 12% de CEL, 15% de HCE, 2% de AST, 0,4% de AMN, 8% de AO e 5% de
MIN) (Figuras 1C e 1D; Figuras 2A, 2B, 2C, 2D, 2G e 2H; Figuras 3A, 3B, 3C e 3D;
Tabela 2). A concentracdo de AMD em folhas expandidas sob CC foi de
aproximadamente 8% da massa seca, valor 60% superior ao encontrado em folhas que se
expandiram sob DH (5%) (Figuras 2E e 2F). Independentemente dos tratamentos, [N]
foliar por unidade de massa foi superior a 30 g kg™, com [NO3] negliganciaveis, de
modo que a maior proporcéao do N esteve presente na forma Norg. Entretanto, a proporcéo
de Norg alocada em proteinas foi relativamente baixa, variando de 22 a 35%, com média
de 26,7% nas folhas novas e 28,6%, nas folhas velhas. No geral, mais de 70% do Norg
esteve alocado em compostos ndo protéicos. A parti¢cdo do N investido em Rubisco e em
componentes envolvidos no transporte de elétrons também pouco diferiu entre os
tratamentos; porém, maior fragdo do Nogy alocado em componentes envolvidos na
captura de luz foi observada nas plantas a sombra em relacdo as plantas ao sol (Tabela
4).

Houve correlacdo forte e positiva de H; e [C] com a concentragdo de FEN, AMD,
AST e AMN. Registre-se que, entre os constituintes quimicos do tecido foliar, FEN
apresentou melhor associacdo com CCOy, (r =0,83) e CCOp (r = 0,89). A concentracdo de
FEN (uma classe de compostos de maior custo energético) foi negativamente
correlacionada com a concentracdo de CEL (r = -0,73), HCE (r =-0,92), AO (r =-0,84) e
MIN (r = -0,77), que possuem baixo custo energético. O aumento da concentracdo de FEN
foi relacionado com aumento em 8*3C (r = 0,84), sem haver relacdo significativa com o
aumento da concentragdo de PRO (r = 0,15) e LIP (r = 0,26) e, portanto, com CMT (r =

0,25). Destaca-se, ainda, que CCO, assim como FEN, correlacionaram-se negativamente
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Tabela 3: Correlagdes lineares de Pearson entre os valores médios da composic¢ao quimica (&cidos organicos, AO; acucares solUveis totais, AST; amido, AMD;
aminoacidos, AMN; celulose, CEL; fenois soluveis totais, FEN; hemicelulose, HCE; lignina, LIG; lipidios, LIP; proteinas, PRO; minerais, MIN; carbono, C;
nitrogénio N; relacdo entre a concentragéo de carbono e nitrogénio, C:N; composicdo isotépica de carbono, 8*3C), calor de combustdo, Hc; custos de construcéo
[método proposto por Willians et al. (1987), CCOy; metodologia proposta por Vertregt e Penning de Vries (1987) e modificada por Poorter (1994), CCOp] €
custos de manutencdo total (CMT) do tecido foliar, area foliar especilica (AFE) e taxa de crescimento relativo (TCR) de plantas de C. arabica L. cultivadas sob
condicdes contrastantes de luz e disponibilidade hidrica.

LIG FEN PRO CEL HCE AMD AST AO MIN AMN N C cN  8°C He ccoy CCOp CMT AFE TCR
LIP 0,19™ 0,26™ 052" -0,35™ -0,37" -045" 0,29™ 0,06™ -0,01" 064~ 018" 044" -003" 0,127 0,52 0,43 0,40™ 0947 _037™ 0,00™
LIG 0,19™ 0,15™ -0,57" -0,08™ -0,20® 0,07® -0,10™ 0,01™ 0,13® 0,17® 0,29" -0,04™ 0,18™ 0,32" 0,25™  0,27™ 020" -0,30™ 0,12"
FEN 0,15" -0,76™" -0,92™ -0,10™ 0,62~ -0,84"" -0,77"" 061 032" 0,89”" -0,06" 084 0737 083" 089" 025" 079" 045
PRO 0,21 -0,24™ -055 -0,12" 0,01™ -0,03® 050 056  032® -047 021™ 040"  035® 040® 077 -035" 0,01™
CEL 0,73 007" -060" 056 065" -047° -0,15" -0,78™" -0,10® -0,75 0,717 073" -0,75™ -0,34™ 059 -0,55"
HCE -0,06™ -0,76™ 0,74™ 0,79™ -0,63” -0,17" -0,83™ -0,10° -0,74" -0,797 .08 -081"" -037 0,74™ -055
AMD 0,40™ -0,23" -0,14™ -0,25" -0,49" -0,01" 055  -0,07" 0,08 008"  -0,11™ -055 0,11® 0,52
AST -0,46" -0,74™" 0,19® -0,43™ 059~ 0,65~ 044 067 069" 046 017" .044" 081"
AO 059" -0,42™ -040™ -0,70” 021" -0,747 052" 065" -074”" 005° 073" -0,33"
MIN -0,28™ 0,10 -0,66™ -0,29™ 0817 -0,63" .074™ -064” -002" 044" -064"
AMN 060" 069~ -040™ 053 067 068" 074" 067 -061" 0,04
N 0,36™ -0,94™ 037" 0,19™ 0,24"™ 053" 035" 054" -042™
C 0,06™ 0797 09177  094™ 0,98 045 -0,79™ 058"
C:N -0,16™  0,12" 0,07™  -0,25™ -0,20" 031™ 0,65
38C 0627 074" 083 017" 062" 035"
H, 098 083" 054 -065" 0,69
CCOw 091" 045 -0,70™ 0,67
CCOp 045 -0,82™ 044"
CMT _0141ns 0,07ns
AFE -0,26™

"P>005 P<005 P<00le P<0,00L
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com AFE [CCOy (r = -0,70); CCOp (r = -0,82); FEN (r = -0,79)], porém positivamente
com TCR [CCOy, (r =0,67); CCOp (r =0,44); FEN (r = 0,45)]. A AFE foi positivamente
correlacionada com a concentragdo de CEL (r = 0,59), HCE (r = 0,74); AO (r =0,73) e
MIN (r = 0,44) (Tabela 4).

Dois componentes da analise de componentes principais explicaram 72% da
variacdo total dos dados. Trés grupos diferentes de variaveis foram observados: (i) TCR,
AST, FEN, §'C, CCOy, C e CCOg; (ii) AFE, CEL, HCE, AO e MIN, e; (iii) CMT,
PRO, AMN, N e LIP, enquanto AMD e LIG n&o foram correlacionados com outras
variaveis (Figura 4). Dentro de cada grupo, as variaveis associaram-se entre si forte e
positivamente, porém negativamente entre 0s grupos.

Considerando-se que a maior proporcao da variagcdo dos CCO foi explicada pelo
fator luz, e que aproximadamente 85% da massa seca foliar foram recuperados na analise
da composicdo quimica (dados ndo mostrados), a analise da contribuicdo de cada
componente na variacdo de CCO foi feita somente para o fator luz, utilizando-se da
metodologia proposta por Willians et al. (1987) (Figura 5). Independentemente da idade
foliar ou da disponibilidade hidrica, diferencas em FEN explicaram 57% da diferenca
dos CCO entre folhas com 360 dias apds a expansdo submetidas a variacdo da
disponibilidade de luz sob CC (Figura 5A), com 87% da diferenca entre folhas com 30
dias apo6s a expansdo submetidas a variacdo da disponibilidade de luz sob CC (Figura
5B), com 55% da diferenca entre folhas com 360 dias ap6s a expansdo submetidas a
variacdo da disponibilidade de luz sob DH (Figura 5C) e, com 67% da diferenca entre
folhas com 30 dias apds a expansdo submetidas a variacdo da disponibilidade de luz sob
DH (Figura 5D). As diferencas em CCO em folhas com 360 dias ap6s a expansdo
submetidas a variacdo da disponibilidade de luz sob CC foram também explicadas pela
variacao nas concentracfes de MIN (~16%) e LIP (23%). A concentracdo de AST variou
largamente em folhas de sol em relacdo as de sombra, mas ndo contribuiram

significantemente para explicar as diferengas em CCO (Figura 5).

3.4 Discussao

Os CCO do tecido foliar ora apresentados situam-se dentro do intervalo publicado
(1,1 a 1,9 g glicose g™) para folhas de diferentes espécies (vide Introducéo). Apesar da
falta de variagéo significativa em CCO de folhas expandidas em diferentes condicdes

hidricas, observou-se variacdo altamente significativa para folhas expandidas sob
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diferentes disponibilidades de luz, sendo 12% maior a pleno sol que a sombra. Esta
diferenca € muito superior a encontrada em diferentes espécies por Poorter et al. (2006),
que relataram CCOs entre 1 e 5% maiores em folhas ao sol que em folhas de sombra,
sendo os maiores custos associados com maior acimulo de FEN, conforme aqui também
demonstrado. Diferentemente de varios estudos (e.g. Poorter et al., 2006; Villar et al.,
2006), em que se verificam correlagdes negativas entre compostos de alto e baixo custo
energeético, o qué, em tese, tamponaria variagdes em CCO, neste estudo, ndo se observou
correlacdo negativa entre FEN (composto de elevado custo energético) com CEL, HCE,
AO e MIN (compostos de baixo custo energético), como também nédo houve correlagédo
significativa entre FEN e outros compostas de elevado custo energético (LIP, Pro e LIG),
0 que pode explicar as grandes diferencas em CCO entre folhas expandidas a pleno sol
em relacdo a folhas expandidas sob sombreamento. Ademais, concentracdes de outros
compostos cuja sintese demanda grande quantidade de energia (e.g. alcaldides) sdo
elevadas em café (Barros et al., 1994), e podem aumentar com o aumento da irradiancia
(Frischknecht e Baumann, 1985), de modo a aumentar ainda mais CCO das folhas
expandidas ao sol.

A particdo do N entre as fracdes envolvidas em carboxilacdo (P;) e bioenergética
(Pp) ndo variou entre os fenotipos de sol e sombra, a semelhanca dos resultados obtidos
por Katahata et al. (2007) e Niinemets et al. (1998) ao estudarem a aclimatacdo a
diferentes irradiancias em varias espécies, com alteragdes insignificantes em relacdo a
disponibilidade hidrica e a idade foliar. Apesar de a teoria de otimizacdo de recursos
predizer aumentos em P, e P, para aumentar a eficiéncia do uso da luz em altas
irradiancias, o cafeeiro segue o comportamento geralmente observado em plantas
lenhosas, em que a aclimatacdo a luz é governada, principalmente, por alteracdes em
AFE e, em menor extensdo, pela particdo do N (Niinemets et al., 1998; Evans e Poorter,
2001). Em todo o caso, é importante salientar que, em concordancia com a hipétese deste
estudo, a maior propor¢do do N (>70%) foi alocada em compostos ndo associados a
fotossintese e, portanto, uma baixa eficiéncia fotossintética do uso do N se torna
implicita, independentemente da disponibilidade de luz e de agua. Considerando-se que
(i) concentrages foliares de N inferiores a 27 g kg™ MS caem na zona de deficiéncia
desse elemento em café (Morais 1981); (ii) h4 uma relacdo quase linear entre taxa de
fotossintese liquida e concentracdo foliar de N (DaMatta et al., 2002); (iii) grandes
conteudos de N sdo alocados em compostos do metabolismo secundario ricos em N,
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como cafeina e trigonelina (Barros et al., 1994) — o teor de cafeina, por exemplo, pode
alcancar 25 g kg™ MS (Mazzafera, 1999), imobilizando cerca de 7 g N kg™ MS, e; (v) é
improvavel que tais compostos representem uma forma de estoque de N (Barros et al.,
1994); pode-se sugerir que a particdo de N para rotas metabdlicas outras que a
fotossintese possa ter precedéncia em café. Coletivamente, essas informacdes suportam
os altos requerimentos em N pelo café e a sua baixa eficiéncia do uso desse elemento.
Tanto em espécies lenhosas (e.g. Villar et al., 2006) como em espécies herbaceas
(e.g. Poorter e Bergkotte, 1992), a variacdo interespecifica na composicdo quimica tem
sido relacionada com TCR. Em ambos os estudos, TCR foi positivamente correlacionada
com a concentracdo de AO, MIN e PRO, mas ndo com a concentracdo de outros
compostos quimicos, tais como FEN, LIG, alcal6ides e terpenos, que estariam mais
relacionados com a sobrevivéncia (Granado e Caballero, 2001). Usualmente, tem-se
proposto a existéncia de respostas dicotdbmicas entre o investimento energético para
compostos associados diretamente com o crescimento e com a defesa (Herms e Mattson,
1992). As relagdes entre os compostos quimicos e TCR encontradas neste estudo ndo
comprovam essa proposicdo. Aqui, maior TCR foi positivamente associada com maior
cancentracdo de FEN, que, por seu turno, foi correlacionada negativamente com AFE
(maior protecdo contra herbivoria). A primeira vista, correlacio positiva entre
concentracdo de FEN e TCR foi relatada até o presente em apenas dois estudos: Hanley e
Lamont (2002) avaliando 14 espécies do género Hakea, e por Almeida-Cortez et al.
(1999) investigando 31 espécies herbaceas de Asteraceae. Maior concentracdo de FEN,
além de contribuir para as defesas da planta contra estresses bioticos, pode também
contribuir significativamente para protecdo contra o excesso de energia (Close et al.,
2003; Wilhelm e Selmar, 2011) e danos associados a radiagdo UV-B (Li et al., 1993).
Vaérios estudos demonstram que o cafeeiro, apesar de sua origem em ambientes de
sombra, € bem protegido contra danos fotoinibitorios e fotooxidativos (Chaves et al.,
2008; Moraes et al., 2010; Pompelli et al., 2010), e a alta concentragdo de FEN,
conforme observada nas plantas ao sol, pode ter um papel de destaque nesse contexto.
Coletivamente, essas informacdes sugerem que a capacidade da planta de aumentar o seu
potencial de defesa sem comprometer o crescimento pode ser uma estratégia para que a
espécie, originalmente de sombra, possa crescer e produzir mais a pleno sol que a
sombra. Nesse contexto, 0 aumento da capacidade de defesa contra estresses levaria ao
aumento da capacidade de crescimento em ambientes potencialmente estressantes.
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Tabela 4: Particdo do nitrogénio (N) em folhas com diferentes idades (folhas com 360 dias; folhas com 30 dias) de plantas de Coffea arabica L.
provenientes de dois fenotipos (fenotipo de sol e fendtipo de sombra) submetidas a combinacdo de condicBes contrastantes de luz [sol (100% da luz
solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e 4gua [capacidade de campo (CC; 100% da &gua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua
disponivel)]. Concentrag&o de N total (Nori; g kg™), concentragdo de N na forma nitrica (Nyir; g kg™), concentragio de N na forma organica (Norg; 9
kg™), fracdo do Norg alocado em proteinas (Norgp); %), fracdo do Ny alocado compostos ndo protéicos (Norgney; %), fracdo do Norg alocado em
componentes envolvidos na captura de luz (P); %), fracédo do Norq alocado em proteinas envolvidas no transporte de elétrons (Py; %), fragdo do Norg
alocado em Rubisco (Py; %) e fracdo do N4 alocado em componentes estruturais (Ps; %). Os dados sdo média + erro padrdo (n = 5).

dade foli Fendtipo de sol Fendtipo de sombra
Variaveis ! a(deiag) 'ar Sol Sombra Sol Sombra
DH CC DH CC DH CC DH CC

N 360 37,85+£0,56 31,07+1,00 43,34+1,38 39,74+1,82 30,56+0,74 30,91+235 30,12+0,82 33,90%2,01
total 30 3525+1,49 3256+155 3424+136 3412+1,42 3620+1,12 3356+244 31,36+1,07 34,18+1,16
N 360 0,12+0,01 0,20+£0,01 0,72+0,06 0,63 +0,09 0,29+0,03 0,21+0,02 0,97 £0,07 0,50+ 0,06
nit 30 0,11+0,01 0,17 +0,02 0,92+0,16 0,56+0,13 0,16 +0,02 0,21 +0,03 0,68+ 0,05 0,34+0,05
N 360 37,74+£0,57 30,86 0,99 4262+141 39,11+185 30,27+0,73 30,70+2,36 29,15+0,83 33,39 +2,05
or9 30 3514+1,48 32,39+156 3331+123 3355+1,46 36,04+112 3335+246 30,69+1,02 33,84+1,13

N 360 24,7+08 28,8+0,9 22,7+13 259+15 34,7+12 31,7+37 296+12 30,3+272

org(P) 30 21,9+19 23311 27,6 +2,1 33,7+3.3 241+23 293+372 28,7+22 253+273

N 360 75308 71,2+0,9 773+13 741+15 653+12 683+37 704+12 69,7+272

org(NP) 30 781+19 76711 724+21 663+33 759+23 70,7+3.2 71,3+22 747+273

p 360 8,5+£0,2 116+0,3 8,7+0,6 8,5+0,2 138+09 127+16 154+11 168+17

! 30 10,7+£0,3 11511 11,3+£06 109+05 110+£06 9,607 16,2+09 139+0,2

P 360 26101 32101 24+0,1 2,31£0,1 29+0,1 29+0,2 32+0,1 29+0,2

b 30 3,1+£0,.2 35+0,.2 2,3%£0,1 25101 33%£0,1 34+0,2 30+0,1 28+0,1

p 360 18,3+05 22,7+0,8 169+10 159+0,6 21,9+06 218+14 240+05 222+16

' 30 221+11 243+17 17,1+£0,7 189+0,7 229+0,7 236+15 226+09 21,7+0,8

P 360 70606 625+1,2 71,9+13 73407 614+16 62,7+3,0 574+15 580+34

° 30 64,1+15 60,7+3,0 69,3+12 67,8+0,9 62,9+13 635+1,8 582+17 616+11
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Figura 1: Composicdo quimica [lipidios (A e B), fendis sollveis totais (C e D), lignina
(E e F), proteinas (G e H)] em folhas de C. arabica com diferentes idades (barras cinza
escuro, folhas com 360 dias; barras cinza claro, folhas com 30 dias) provenientes de
plantas de dois fendtipos (fendtipo de sol, A, C, E e G; fenétipo de sombra, B, D, F e H)
submetidas a combinacdo de condicOes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar
direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC; 100% da
agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)]. Todos os valores
representam a média + erro padrdo (n = 5) e foram expressos em uma base de massa
seca.
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Figura 2: Composi¢do quimica [celulose (A e B), hemicelulose (C e D), amido (E e F),
acucares soluveis (G e H)] em folhas de C. arabica com diferentes idades ontogenéticas
(barras cinza escuro, folhas com 360 dias; barras cinza claro, folhas com 30 dias)
provenientes de plantas de dois fenétipos (fenétipo de sol, A, C, E e G; fendtipo de
sombra, B, D, F e H) submetidas a combinacdo de condi¢cdes contrastantes de luz [sol
(100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e agua [capacidade de
campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)].
Todos os valores representam a média + erro padrdo (n = 5) e foram expressos em uma
base de massa seca.
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Figura 3: Composicdo quimica [aminoacidos (A e B), &cidos organicos (C e D em
folhas de C. arabica com diferentes idades ontogenéticas (barras cinza escuro, folhas
com 360 dias; barras cinza claro, folhas com 30 dias) provenientes de plantas de dois
fendtipos (fenotipo de sol, A e C; fendtipo de sombra, B e D) submetidas a combinacéo
de condicBes contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz
solar direta)] e agua [capacidade de campo (CC; 100% da agua disponivel) e déficit
hidrico (DH; 30% da agua disponivel)]. Todos os valores representam a média + erro
padrdo (n = 5) e foram expressos em uma base de massa seca.

Folhas expandidas a pleno sol exibiram maior CCO e mesma proporcdo de N
alocada para Rubisco, mas, em funcdo de sua menor longevidade, teriam um menor
periodo atil em termos de fixacdo de C em relacdo as folhas expandidas a sombra. Folhas
mais longevas tém sido frequentemente associadas com maiores CCOs (Merino, 1987;
Sobrado, 1991; Villar e Merino 2001) e com maior capacidade fotossintética integrada
ao longo do periodo util de sua vida (Wright et al., 2004), de forma que, apesar de serem
mais custosas e com menor capacidade fotossintética instantanea, poderiam compensar
seus altos CCOs mediante um maior periodo produtivo, permitindo otimizar o uso de
recursos em condicdes adversas, particularmente quando recursos ambientes (e.g. agua,

luz ou nutrientes) se tornam escassos (Aerts, 1995). Essas proposi¢des ndo se confirmam
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em cafe; de fato, a analsie dos componentes principais sugere que CCO esta diretamente
associado com TCR e, portanto, folhas com maior CCO possuem maior ganho de C, de
forma que os custos necessarios para a construcdo do tecido foliar seriam mais
rapidamente amortizados. Isso sugere que a longevidade foliar, no cafeeiro, estaria mais
intimamente relacionada com o ganho de carbono que com CCO per se. Com efeito,
considerando-se a abordagem de Poorter et al. (2006), o tempo estimado para uma folha
expandida ao sol, independentemente do regime hidrico, “pagar” seus CCOs (tempo de
retorno) seria de cerca de 11 dias, contra cerca de 38 dias para uma folha expandida a
sombra, nas condicOes deste experimento (dados ndo mostrados). Maior TCR no
cafeeiro, crescendo sob diferentes disponibilidades de dgua e de luz, pode ser obtida em
plantas com folhas com (i) maior CCO em funcdo de maior concentragdo de FEN,
relacionado com defesa contra estresses; (ii) com menor concentracdo de CEL e HCE,
que proporcionam menor AFE e, consequentemente, maiores taxas fotossintéticas por
unidade de area e eficiéncia do uso da agua (Nobel, 1991; Aranda et al., 2007), a julgar-
se pela correlacdo negativa entre AFE e §*3C, e; (iii) com menor CMT, contribuindo,
juntamente com maiores taxas fotossintéticas, para um balanco de C mais favoravel, i.e.
maior concentracdo de AMD e AST como forma de custear possiveis estratégias para

contornar periodos de limitacdo de recursos e manutengdo do crescimento.
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Figura 4. Analise de componentes principais para diferentes compostos quimicos
(&cidos organicos, AO; acucares sollUveis totais, AST; amido, AMD; aminoacidos,
AMN; celulose, CEL; fenois soluveis totais, FEN; hemicelulose, HCE; lignina, LIG;
lipidios, LIP; proteinas, PRO; minerais, MIN), concentracdo (C) e composicdo isotdpica
de carbono (8*3C), concentracéo de nitrogénio (N), custos de construcdo determinado
conforme método proposto por Willians et al., (1987) (CCOy) e segundo metodologia
proposta por Vertregt e Penning de Vries (1987) e modificada por Poorter (1994)
(CCOp) e custos de manutencdo total (CMT) de folhas, area foliar especilica (AFE) e
taxa de crescimento relativo (TCR) de plantas de dois fenotipos (fendtipo de sol e
fendtipo de sombra) de Coffea arabica submetidas a combinacdo de condi¢bes
contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)] e
agua [irrigado (IR; 100% da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da &gua
disponivel)].
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Figura 5: Efeito das diferencas entre as classes de compostos quimicos (acidos organicos,
AO; carboidratos totais estruturais, TSC; carboidratos totais ndo-estruturais, TNC; fendis
soluveis totais, FEN; lignina, LIG; lipidios, LIP; proteinas, PRO; minerais, MIN), sobre a
alteracdo nos custos de construcdo em folhas de Coffea arabica L. com duas idades
ontogenéticas (folhas com 360 e 30 dias ap6s a expansdo completa) submetidas a condigdes
contrastantes de luz [sol (100% da luz solar direta) e sombra (15% da luz solar direta)]
combinadas com diferentes disponibilidade hidrica [capacidade de campo (CC; 100%
da agua disponivel) e déficit hidrico (DH; 30% da agua disponivel)]: (A) folhas velhas
expandidas em diferentes disponibilidade de luz sob CC (CCOy = 1,416 g glicose g™ e
CCOsxmpra = 1,197 g glicose g'); (B) folhas novas expandidas em diferentes
disponibilidade de luz sob CC (CCOsy = 1,342 g glicose g~ e CCOsompra = 1,214 g
glicose g™); (C) folhas velhas expandidas em diferentes disponibilidade de luz sob DH
(CCOso = 1,366 g glicose g e CCOgwmpra = 1,162 g glicose g™); (D) folhas novas
expandidas em diferentes disponibilidade de luz sob DH (CCOs = 1,344 g glicose g™ e
CCOsompra = 1,176 g glicose g™).
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3.6 Anexos
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Figura 6: Analise de sensibilidade dos custos de construcdo do tecido foliar (A),
calculado conforme o metodo proposto por Williams et al. (1987), para variacdo em
apenas um componente (calor de combustdo, concentracdo de cinzas ou nitrogénio),
mantendo os outros dois componentes constantes. O valor médio de cada variavel no
conjunto de dados foi escolhido como o valor constante. A variacdo, em relacdo a média,
de mais ou menos dois desvios padrdo (média £ 2*DP) usada para detectar a influéncia
de cada uma das variaveis sobre o custo de construcdo do tecido foliar. Relagdes entre o
custo de construgdo das folhas (g de glicose g™) e (B) calor de combustdo (r = 0,98, P <
0,0001), (C) concentracdo de cinzas (r = -0,69, P < 0,001) e concentracdo de nitrogénio
(D) em folhas de C. arabica (g g™) (r = 0,19, P > 0,05).
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Figura 7: Anélise de sensibilidade dos custos de construcdo do tecido foliar (A),
calculado conforme o método proposto por Vertregt e Penning de Vries (1987) e
modificado por Poorter (1994), para variacdo em apenas um componente (calor de
combustdo, concentracdo de cinzas ou nitrogénio), mantendo os outros dois componentes
constantes. O valor médio de cada variavel no conjunto de dados foi escolhido como o
valor constante. A variacdo, em relacdo a média, de mais ou menos dois desvios padrdo
(média + 2*DP) usada para detectar a influéncia de cada uma das variaveis sobre o custo
de construcdo do tecido. Relacdes entre o custo de construcdo das folhas (g de glicose g°
1) e (B) concentracéo de carbono (r = 0,98, P < 0,0001), (C) concentracéo de minerais (r
=-0,64, P < 0,001) e concentracdo de nitrogénio (D) em folhas de C. arabica (g g™) (r =
0,53, P <0,001).
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Figura 8: Relacdo entre os custos de construcdo em folhas de C. arabica L. (g de glicose
g™l) calculado conforme o método proposto por Williams et al. (1987) e o método
proposto por Vertregt e Penning de Vries (1987), modificado por Poorter (1994) (y =
0,8392x + 0,0975, r2 = 0,65, P < 0,0001).
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IV.CAPITULO IV

O sombreamento reduz os efeitos negativos do déficit hidrico em
plantas de Coffea arabica? Uma abordagem morfofisiologica

4.1 Introducéo

A extensdo dos efeitos do déficit hidrico nas espécies vegetais depende da sua
intensidade, duracdo e da capacidade genética das plantas em responder as mudancas do
ambiente (Chaves, 1991). Para avaliar-se como as espécies irdo responder a mudancas na
disponibilidade de &gua, é necessario entender como elas estdo se adaptando a seca.
Atualmente, duas principais estratégias de adaptacdo a seca tém sido propostas, cada
uma com suas especificidades: (i) tolerancia a seca e (ii) evitacdo a seca. Tolerancia a
seca € caracterizada pela manutencdo continua dos processos fisiologicos sob baixa
disponibilidade hidrica. Espécies tolerantes a seca reduzem a extensdo da cavitacdo do
xilema e apresentam manutencdo das trocas gasosas, condutividade hidraulica e
sobrevivéncia celular em potenciais hidricos relativamente baixos (Engelbrecht e Kursar,
2003; Tyree et al., 2003). Evitacdo a seca pode ser alcangada maximizando-se 0 acesso a
agua e minimizando-se a transpiracdo. Caracteristicas associadas a esta estratégia
incluem alto investimento de biomassa para o sistema radicular, elevado comprimento
radicular especifico, pequena area foliar e controle estomatico eficiente da transpiracao
(Paz, 2003; Slot e Poorter, 2007; Markesteijn e Poorter, 2009).

Particularmente nos trépicos, o déficit hidrico é, geralmente, acompanhado por altas
irradiancias e temperatura e, portanto, a seca deve ser considerada como um estresse
multidimensional, capaz de desencadear incrementos na producao de espécies reativas de
oxigénio, o que pode resultar em danos oxidativos, especialmente nos cloroplastos,
culminando com fotoinibicdo da fotossintese (Smirnoff, 1995). Como conseqliéncia

final, danos fotooxidativos, nas folhas, traduzem-se no aparecimento de areas cloroticas
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que, rapidamente, evoluem para a necrose e, pois, levando a abscisdo foliar (Karpinski et
al., 1999) e decréscimos na producdo. Contudo, protecdo contra a fotooxidacdo pode
ocorrer a expensas de aumento na dissipacdo da energia de excitacdo, por meio de
carotendides, ou via metabolismo das espécies reativas de oxigénio, em funcdo da maior
atividade do sistema antioxidativo (Asada, 1999).

A resposta funcional das plantas aos efeitos combinados de luz e seca envolve
mudancas estruturais, fisiologicas e bioquimicas nas folhas, raizes e em nivel de planta
inteira (Aranda et al., 2005). Trés hipéteses gerais, e contraditorias em suas esséncias,
tém sido propostas, no que respeita aos impactos combinados da disponibilidade de luz e
de &gua sobre o crescimento e desenvolvimento das plantas. Na primeira, postula-se que,
sob limitada disponibilidade de luz (principal limitagéo), a falta de outro recurso, como a
agua, deve ter menor impacto sobre o desempenho da planta (Canham et al., 1996).
Outros estudos reforcam a hipdtese de que o sombreamento pode reduzir os efeitos do
déficit hidrico em espécies lenhosas (Holmgren, 2000; Prider e Facelli, 2004; Duan et al.,
2005; Quero et al., 2006). Assim, de acordo com a intensidade da seca, os efeitos
negativos da limitacdo por luz poderdo ser compensados por seus beneficios, como:
reducdo da temperatura das folhas e do ar, menor déficit de pressdo de vapor, como
forma de contribuir para a manutencdo do status hidrico das plantas, e reducdo da
radiacdo incidente, reduzindo a possibilidade de ocorréncia do estresse oxidativo (Prider
e Facelli, 2004; Holmgren, 2000; Castro et al., 2004; Gomez-Aparicio et al., 2004).
Inversamente, as plantas sob alta irradiancia, quando submetidas a deficiéncia hidrica,
sofrem uma reducdo mais drastica na fotossintese liquida, e podem ser mais predispostas
a fotoinibicdo, em comparacdo com as plantas sombreadas (Holmgren, 2000).

A hipdtese contréria prediz que a seca do solo podera ser cada vez mais prejudicial
as plantas sob sombreamento, devido a dicotomia entre as exigéncias simultaneas para
alocacao de biomassa em reposta as limitacdes de recursos acima e abaixo da superficie
do solo. Por exemplo, o conflito de requisitos para tolerancia a sombra (aumento da
alocacdo de biomassa em folhas) e tolerancia a seca (investimento de biomassa em
raizes) ndo pode ser conciliado simultaneamente em plantas que apresentam um pequeno
saldo positivo de carbono (Smith e Huston, 1989; Kubiske e Pregitzer, 1996; Niinements
e Valladares, 2006). Assim, a capacidade de crescer sob baixa luminosidade e de resistir
a seca seriam incompativeis (Valladares e Pearcy, 2002). Em uma meta-analise
avaliando-se 806 espécies lenhosas, Niinemets e Valladares (2006) observaram, com
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efeito, relacdo negativa entre seca e tolerancia a sombra, embora somente 8% da variagédo
pudessem ser explicados. Em todo o caso, em condi¢Ges controladas, mudas de Quercus
suber cultivadas a sombra foram menos eficientes em desenvolver mecanismos
fisiologicos de tolerancia ao déficit hidrico, em particular, ajuste osmotico e controle
efetivo da transpiracdo (Aranda et al., 2005). Essa resposta tem sido encontrada em
estudos de campo com outras espécies lenhosas (Valladares e Pearcy, 2002). Assim,
tolerdncia a sombra seria inversamente associada com tolerancia a outros fatores
limitantes, como, por exemplo, com tolerdncia a seca (Sanchez-Gomez et al., 2006;
Niinemets e Valladares, 2006; Valladares e Niinemets, 2008).

Na terceira hipdtese, postula-se que os efeitos de sombra e escassez de agua séo
independentes, isto é, 0s seus impactos sdo ortogonais (Sack e Grubb, 2002; Sack, 2004;
Markesteijn e Poorter, 2009).

No cafeeiro, uma vez que se atinja a irradiancia de saturacdo (~600 umol (fétons) m”
2 5™t em folhas expostas), a fotossintese pode prosseguir sem decréscimos substanciais até
cerca 1400 pmol m? s (Ramalho et al., 2000). Isso pressupde que o café tenha
mecanismos eficientes para dissipar 0 excesso da energia incidente. Todavia, se a
fotossintese e a fotorrespiracdo nao utilizarem a maior fracdo do poder redutor gerada na
fase fotoquimica, pode ocorrer uma sobre-reducéo da cadeia de transporte de elétrons do
cloroplasto. Nessa condicdo, elétrons podem dai escapar e serem usados para reduzir o
oxigénio molecular, levando a formacao de espécies reativas de oxigénio potencialmente
capazes de resultar em danos fotooxidativos (Lima et al., 2002; Pinheiro et al., 2004). A
ocorréncia de tais danos € exacerbada sob certas condi¢des, como déficit hidrico, quando
a utilizacdo fotoquimica da energia radiante diminui e os mecanismos de defesa da planta
podem ndo ser suficientes para dissipar a energia excedente. O sombreamento, nesse
contexto, poderia minimizar a ocorréncia desses danos (DaMatta, 2004).

Experimentos fatoriais constituem-se numa ferramenta importante para explorarem-
se as respostas a diferentes condi¢Bes hidricas, luminicas e aos efeitos combinados
desses fatores, como forma de dissociarem-se os efeitos de cada um deles. No caso
particular do cafeeiro, que, em condi¢Ges de campo, € frequentemente submetido aos
efeitos concomitantes dos estresses hidrico e luminoso, a compreensao de suas respostas
ecofisioldgicas a esses estresses reveste-se de alta complexidade. Embora muitos estudos
tenham lidado com os impactos dos efeitos isolados de luz e seca no café, muito pouco

se sabe sobre a o0s efeitos de estresses combinados nessa cultura. O objetivos deste estudo
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foi determinar os efeitos da interacdo luz x agua sobre o cresciemento, desempenho
ecofisioldgico e utilizacdo de recursos em plantas de C. arabica, para avaliar se o
sombreamento diminui 0s impactos negativos causados pelo estresse hidrico no

crescimento e fisiologia dessa espécie.

4.2 Material & Métodos
4.2.1 Material vegetal, condicdes de cultivo e desenho experimental

O experimento foi conduzido em Vigosa (20°45°S, 42°54°’W, 650 m altitude),
Minas Gerais. Estudou-se um Gnico gendtipo, visando-se analisar somente as variagdes
ambientes, na auséncia de potenciais fontes de confundimento (variacBes genéticas e
variacdes associadas com as interacdes do genétipo com o ambiente). Utilizou-se de
plantas de Coffea arabica L. cv ‘Catuai Vermelho IAC 44°, propagadas por semente,
cultivadas em vasos com 30 litros de substrato, constituido de uma mistura de solo,
esterco de curral curado e areia (4:1:1, v/viv). A mistura foi adubada e teve o pH
corrigido, de acordo com analise de solo e recomendacfes técnicas usuais para a cultura.
Quarenta (40) mudas foram plantadas em fevereiro de 2009. Metade dessas mudas (20)
foi cultivada a pleno sol (fenotipos de sol) e a outra metade (20) foi cultivada sob
sombreamento, i.e. 15% da radiacdo solar, empregando-se, para tal, telas de poliolefinas
(fendtipos de sombra). As plantas foram mantidas nessas condi¢6es por oito meses. Apds
a emissdo do oitavo par de ramos plagiotropicos, 10 plantas de cada fenotipo foram
colhidas e caracterizadas morfologicamente. Os fendtipos de sol e de sombra
apresentavam diferencas tipicas de plantas de sol e de sombra, e.g. plantas do fenétipo de
sombra com folhas maiores (25%) e maior razdo parte aérea / sistema radicular (53%)
que as plantas do fendtipo de sol (dados ndo mostrados). Os 10 individuos remanescentes
do cultivo a pleno sol e a sombra, foram, entdo, combinados com dois niveis de agua
disponivel no solo (déficit hidrico, DH, e capacidade de campo, CC, aqui definidos como
sendo 30 e 100% de &gua disponivel no solo, respectivamente, conforme descrito
abaixo). Portanto, 20 plantas foram distribuidas em quatro tratamentos (cinco plantas por
tratamento), em esquema fatorial 2x2 (dois niveis de irradiancia x dois niveis de agua
disponivel), impostos durante 120 dias, quando, entdo, as plantas foram colhidas. O
experimento foi montado e analisado sob delineamento inteiramente casualizado. A

unidade experimental foi composta por uma planta por vaso.
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A 4agua disponivel (AD) foi calculada observando-se os valores de umidade
volumétrica na curva de retencdo de agua no solo para CC (determinada na tenséo de -
0,010 MPa) e para o ponto de murcha permanente (PMP) (determinado na tensdo de -1,5
MPa), utilizando-se da seguinte expresséo: AD = CC — PMP. Previamente, 0 peso de
todos os vasos foi padronizado. Posteriormente, procedeu-se a elevacdo do teor de
umidade do substrato até atingir-se a CC, determinada pela curva de retencdo, com
posterior pesagem dos vasos. Uma vez estabelecido o peso dos vasos na CC e,
considerando-se a quantidade de AD, foi estabelecido o peso dos vasos com 30% de AD.
O estabelecimento e o controle dos niveis de umidade do substrato em cada tratamento
foram realizados pelo acompanhamento do peso dos vasos. O ajuste do peso dos vasos
foi feito quinzenalmente, devido ao incremento propiciado pelo crescimento das plantas.
Durante o periodo de cultivo das plantas, a temperatura média do ar foi de 25,7°C (média
das maximas de 27,2°C e a média das minimas de 16,8°C) e a umidade relativa média de
77,4%, medidas com sensores instalados em abrigo meteorologico no local do
experimento. A radiagéo fotossinteticamente ativa foi de 19,02 + 1,58 mol m™ dia™* para
as plantas cultivadas a pleno sol e 2,91 + 0,25 mol m2dia™ para as plantas cultivadas sob
sombreamento. Todos os sensores (LICOR) foram conectados a um sistema de aquisi¢cdo
de dados (LI-1400, LICOR, EUA), coletando-se os dados a cada minuto e armazenando-

se 0 valor médio a cada 5 min.

4.2.2 Analise de crescimento

Em cada amostragem, as plantas foram separadas em caule, folhas, ramos
(ortotropico e plagiotropicos) e raizes. A area foliar total foi estimada a partir do
comprimento e largura de cada folha, conforme Antunes et al. (2008). As raizes foram
completamente lavadas com agua de torneira sobre uma peneira de 0,5 mm. Os tecidos
das plantas foram secos em estufa, a 70°C, até atingirem peso constante; posteriormente,
0 peso seco de folhas, de caules e de raizes foi obtido, para determinacdo das seguintes
caracteristicas de crescimento: biomassa total (g); fracdo de massa foliar, FMF (g de
massa seca foliar g™ de biomassa seca total), fracdo de massa radicular, FMR (g de
massa seca radicular g de biomassa seca total), fracdo de massa da parte aérea, FMPA
(g de massa seca da parte aérea g de biomassa seca total) e razdo de 4rea foliar, RAF
(m? de é4rea foliar kg™ de biomassa seca total). Apds a Ultima avaliacdo destrutiva,
calcularam-se TCR, TAL e AFE, conforme o suplemento disponivel em Hunt et al.
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(2002). Para avaliar-se a importancia relativa de cada um dos parametros de crescimento,
os coeficientes de resposta de crescimento (CRC) foram calculados, considerando-se
dois niveis de disponibilidade de recursos: alta (H; CC e pleno sol) e baixa (L; DH e
sombra), confrome a equacdo: CRCx = (InXy — InX.)/(INTCRu/TCR.). CRCx é
definido como o aumento relativo do parametro de crescimento X dividido pelo aumento
relativo de TCR (Hunt, 1982; Poorter e Nagel, 2000).

4.2.3 Analises bioguimicas

Oito folhas foram coletadas em nitrogénio liquido, liofilizadas, trituradas em um
disruptor celular com auxilio de esferas de metal de 3,2 mm (Mini-BeadBeater-96,
BioSpec Products, Bartlesville, OK, USA), passadas em peneira de 0,80 mm e,
posteriormente, secas novamente em estufa a 60°C, por 48 h. Uma fracdo da amostra
(250 mg) foi utilizada para a determinacdo de lipidios (LIP), fenois sollveis totais
(FEN), acucares sollveis totais (AST), amido (AMD), aminoacidos solUveis totais
(AMN), prolina (PLN), proteinas totais (PRO), lignina (LIG), celulose (CEL) e
hemicelulose (HCE). Todas as medigdes foram realizadas em duplicatas da amostra
fracionada. Para isso, a cada amostra foram adicionados 4 mL de uma mistura de
metanol/cloroférmio (1:1) (Bligh e Dyer, 1959), mantidas sob agitacdo durante 30 min,
seguida de centrifugacdo a 4000 g por 5 min. O sobrenadante foi coletado e, apds a
adicdo de 2 mL de &gua, sob agitacdo, a mistura foi centrifugada (4000 g, 5 min),
separando-se a fase cloroformio da fase metanol/agua. A concentracdo de LIP foi
determinada na fase cloroférmica por gravimetria. A concentracdo de FEN foi
determinada colorimetricamente (725 nm) no extrato da fase metanol/agua, utilizando-se
do reagente de Folin-Ciocalteu (1:1) e &cido tanico como padrao (Poorter e Villar, 1997).
A concentracdo de AMN foi determinada conforme DaMatta et al. (1999), e PLN,
conforme Bates et al. (1973), foram obtidas na fase metanol/agua. No pellet resultante da
extracdo metanol/cloroférmio determinou-se a concentragdo de AMD, conforme Poorter
e Villar (1997). A concentracdo de AST presente no sobrenadante da fase metanol/agua
foi determinada colorimetricamente (620 nm), usando-se o reagente de antrona (Fales,
1951). A concentragdo de proteinas foi determinada multiplicando-se a concentracdo de
N organico (cf. DaMatta et al. (1999) presente no residuo resultante apos a hidrolise
acida por 6,25 (Merino et al., 1984).
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O residuo resultante ap6s a hidrdlise do amido e secagem a 60°C foi
acondicionado em frascos de polietileno. Em sequiéncia, foi determinado o contetdo de
fibra insollvel em detergente neutro (FDN) e fibra insolivel em detergente acido (FDA)
(van Soest e Robertson, 1985). Os teores de HCE foram obtidos a partir da diferenca
entre os conteudos de FDN e FDA. Cadinhos contendo a FDA foram acondicionados em
frascos de polietileno, adicionando-se-lhes aproximadamente 5 mL de H,SO4 (12 M). O
material foi homogeneizado, adicionando-se a seguir H,SO,4 de forma a cobrir cerca da
metade da altura util dos cadinhos. O material permaneceu a temperatura ambiente por 3
h. Apds este periodo, procedeu-se a filtracdo sob vacuo, lavagem com agua destilada
quente e secagem (105°C/16 h). O teor de CEL foi obtido a partir da diferenca entre os
contetdos de FDA e do residuo obtido ap6s o tratamento com H,SO4. O residuo
insolivel em H,SO, dos cadinhos foi posteriormente incinerado (500°C/3 h),
quantificando-se o residuo mineral. A LIG foi quantificada como a perda de material
organico durante a incineracao.

Clorofilas e carotendides totais foram extraidos em acetona (80%, v/v) e
estimados espectrofotometricamente, como descrito em Lichtenthaler (1987). O
nitrogénio organico foi determinado conforme DaMatta et al. (1999), e o nitrogénio
nitrico, de acordo com Cataldo et al. (1975). A soma das duas fracbes representa o

nitrogénio total.

4.2.4 Parametros de fluorescéncia e trocas gasosas

Os parametros de fluorescéncia e as trocas gasosas [taxa de assimilacdo liquida
do carbono (A), condutancia estomatica (gs), concentracao subestomatica de CO, (Cj) e a
taxa transpiratoria (E)] foram medidos entre 9:00-11:00 h, em sistema aberto, sob
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) equivalente a do ambiente (1200 ymol m?s?t
ou 200 umol m? s, para as plantas cultivadas a pleno de sol e sob sombreamento,
respectivamente) e pressdo parcial de CO, de 40 Pa, com um analisador de gases a
infravermelho (Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA). Apds serem adaptados ao escuro,
por 30 min, tecidos foliares foram inicialmente expostos a um fraco pulso de luz
vermelho-distante (0,03 ymol m?s™) para a determinacéo da fluorescéncia inicial (Fo).
Em seguida, um pulso de luz saturante, com irradiancia de 6000 ymol (fotons) m?ste
duracdo de 0,8 s, foi aplicado para estimar-se a fluorescéncia maxima emitida (Fr,).

Procedeu-se, ainda, a estimacdo da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il
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(FSII) (F./Fm) e dos coeficientes de extingdo fotoquimica (q.) e ndo-fotoquimica (NPQ)
e da taxa de transporte de elétrons (TTE), conforme descrito em DaMatta et al. (2002) e
em Lima et al. (2002). O rendimento das trés vias concorrentes de desexcitacdo de
clorofilas no FSII, i.e. rendimento fotoquimico do FSII (®gs)), rendimento néo-
fotoquimico associado a dissipacéo de energia pelo ciclo das xantofilas (®npg) € outras
mecanismos de dissipagdo energética (®Pnp), foram também calculados (Kramer et al.,
2004). A eficiéncia de uso da luz (E.) foi estimada por meio de regressdao linear da
porcao inicial da curva de resposta de A a radiacdo fotossinteticamente ativa.

4.2.5 Relagdes hidricas

O potencial hidrico foliar foi determinado em folhas individuais com uma bomba
de pressdo tipo Scholander, na antemanhd (%m) € a0 meio-dia (%mg). A transpiracéo
diéria (Eq) foi estimada por gravimetria, mediante a diferenga do peso dos vasos (APV),
determinada na antemanhd, apos um periodo de aproximadamente 24 h, conforme
Nagakura et al. (2004). Este valor foi dividido pela area foliar total de cada planta (AF),
pelo peso molecular da dgua (PM) e pelo intervalo de tempo (At) entre a pesagem dos
vasos. Vasos contendo a mesma quantidade de substrato, cobertos com a mesma
quantidade de cobertura morta, porém sem plantas, foram utilizados para estimar-se a

quantidade de agua perdida por evaporacdo (EV).

Eq= [(APV - EV) / (AF¥*PM*At)] *1000

A condutancia hidraulica entre o solo e a folha (K.) foi calculada a partir da
transpiracdo das plantas no periodo da antemanhd ao meio-dia (E), e a diferenca de
potencial hidrico (A ¥, ) [variacdo do potencial hidrico entre a antemanhd e o0 meio dia

(% - Pm)] , observada nesse intervalo.

Para a obtencdo de curvas pressdo-volume, as folhas foram hidratadas pela
imerséo do peciolo em agua destilada durante 12 h. Posteriormente, no laboratorio, as
folhas foram colocadas sob uma bancada para desidratarem livremente; durante o
processo de desidratacdo das folhas, o peso fresco (PF) e 0 ¥, correspondente foram
tomados a curtos intervalos de tempo, até que o ¥, atingisse aproximadamente -3,5

MPa. Em seguida, as folhas foram secas em estufa, a 70°C, até atingirem peso constante,
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para obtencdo do peso seco (PS). O peso da folha completamente tdrgida (PT) (¥, = 0)
foi estimado a partir da relacdo linear entre a massa fresca e potencial hidrico nos
primeiros pontos da curva. O teor relativo de agua (TRA) foi determinado conforme a

equacéo:

_PF—PS

TRA= ————
PT — PS

A partir da relagdo entre 0 TRA e o inverso do potencial hidrico (-1/¥,) foram
obtidos vérios parametros fisioldgicos. O potencial osmético em turgescéncia plena
(¥r100) € 0 potencial osmatico em turgescéncia nula incipiente () foram estimados
por meio de regressao linear quando as células entram em estado de plasmolise (¥, =
i), conforme a equacdo linear:

-1

—=axTRA+ b
P a

No ponto de turgescéncia plena, TRA = 100%, logo:

-1
(ax 100)+b

¥t 00 =

Para a estimativa de ¥, considera-se 0 TRA no ponto de perda de turgescéncia (Rp):

-1

Py =—
"o T axR,)+b

O mddulo global de elasticidade (¢) foi estimado nos pontos de maior turgescéncia,

conforme Robichaux et al. (1984):

Yp

= x ( TRA — TRA
1rA < a)

£

O ¢ depende do coeficiente angular da equacdo de regresséo linear obtida entre
TRA e o potencial de pressdo (A¥p/ATRA), e a diferenca entre a média do teor relativo
de agua nos pontos correspondentes e o teor relativo de agua apoplastico (TRAA), que,
por sua vez, resulta da extrapolacdo de relagdo entre TRA e -1/ ¥y, quando -1/%w =0

(TRAA = b/a).
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Quatro formas de estimacao da eficiéncia do uso da agua (Ea) foram utilizadas
nas analises e interpretacdo dos dados: eficiéncia instantanea de uso da agua (A/E),
calculada pela razdo entre a taxa fotossintética liquida (A) e a taxa transpiratéria (E);
eficiéncia intrinseca de uso da agua (A/gs), calculada pela razdo entre A e gs; eficiéncia de
uso da agua da planta inteira (By/Ec), calculada pela razdo entre a biomassa produzida
(Bp) e a agua consumida (Ec) durante a imposicéo dos tratamentos hidricos; composicéao
isotépica do carbono (8*3C), calculada pela determinacdo da abundancia relativa dos
isétopos °C e 2C, via espectrometria de massa, conforme DaMatta et al. (2002). Maior
valor de 5'C (menos negativo) indica menor discriminacdo contra o **C devido a
menores valores de C; em fungdo de maior A e/ou menor s resultando em maior Ea
(Farquhar et al., 1982).

4.2.6 Atividades enzimaticas

Foram determinadas as atividades de varias enzimas do sistema antioxidante:
dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e
redutase da glutationa (GR). Detalhes adicionais estdo descritos em Pinheiro et al.
(2004). A atividade dessas enzimas foi expressa em unidades (U) por quantidade de
clorofilas. Cada U corresponde & oxidacdo de 1 pmol ascorbato min™ para a APX, de 1
umol H,0, min™ para a CAT, e de 1 umol de NADPH min™, para a GR. Para a SOD,
cada U corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorreducdo do

corante azul de nitro-tetrazélio.

4.2.7 Analises estatisticas

Os dados foram analisados via analise de variancia (ANOVA), e as comparacdes
entre as médias dos tratamentos foram feitas por meio do teste F, a 5% de probabilidade.
O indice de plasticidade fenotipica (IP) foi calculado conforme Valladares et al. (2000).
Para o estudo das relacdes entre as variaveis, utilizou-se da técnica de correlacdo linear
de Pearson (r). As analises foram realizadas utlizando-se o Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG, verséo 9.1).
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4.3 Resultados

De todas as varidveis estudadas (49), somente algumas poucas (N, Chl/Car, Chl
a/b, PRO e AMN) ndo foram afetadas significativamente pelos tratamentos aplicados
(Tabela 1). No geral, as variaveis (com excecdo de ®yp) apresentaram resposta fraca ou
insignificante a interagcdo A x L, explicando somente uma pequena propor¢do da variacao
total dos dados (no geral, menos de 10%) (Tabela 1). A média do IP em relacdo ao fator
luz (IP.y;), para as 51 variaveis, foi 84% superior a média do IP em relacdo ao fator agua
(IPAgua) (IPLuz = 0,35 e IPagua = 0,19). Contudo, variaveis fotossintéticas apresentaram
IPLy; muito superior ao da média (1P, = 0,51), observando-se o0 oposto para as variaveis
relacionadas com as relagGes hidricas (IPL,; = 0,21). Considerando-se IP4gu,, Valores
superiores aos da média foram apresentados pelas variaveis relacionadas com as relagdes
hidricas (IPagua = 0,35), e inferiores, pelas variaveis relacionadas com os pigmentos
fotossinteticos e atividade de enzimas antioxidantes (IPAqua = 0,09) (Tabela 1).

Do conjunto de variaveis, algumas responderam fortemente ao fator luz, e pouco
ao fator agua (e.g. Pnpo, IPLuz = 0,88 e IP4Aqua = 0,21). Em contraste, algumas variaveis
apresentaram maior resposta ao fator agua, sendo pouco respondentes ao fator luz, sendo
am 0 exemplo mais notavel (IP4iqua = 0,93 e IPL; = 0,34). Contudo, no geral, as plantas
apresentaram maior resposta ao fator luz (Figura 1).

Analisando-se as variaveis relacionadas com o crescimento, plantas cultivadas a
sombra, independentemente do nivel de AD, apresentaram menor TCR, TAL e FMR,
contudo, maior AFE, FMF, FMPA e RAF em relacdo as plantas cultivadas a pleno sol
(Tabela 2). Nestas, DH causou reducdo em TCR (34%) e em TAL (51%). Nas plantas
cultivadas a sombra, alteracfes ndo significativas da FMR (acréscimo) e FMF (reducéo)
causadas pelo DH foram acompanhadas por alteracdo significativa na AFE, i.e. aumento
de 5% (Tabela 2).

Reducbes em TCR, em todas as condi¢BGes experimentais, foram majoritariamente
associadas a redugdes em TAL, conforme sugerem seus valores elevados e positivos dos
CRC e maiores valores de AFE, i.e. valores negativos de CRCs. A AFE teve efeito mais
acentuado para as plantas cultivadas em diferentes niveis de luz, principalmente quando

submetidas ao DH (Figura 2).
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Tabela 1: Proporcédo da variéncia explicada pelos fatores luz, 4gua e pela interacéo entre
esses fatores (analise de variancia de dois fatores) e indice de plasticidade fenotipica de
variaveis morfoldgicas, fisiol6gicas e bioquimicas em plantas de Coffea arabica.

o Fatores Interacdo . Indice de plasticidade
Variavels Agua (A) Luz (L) AXxL R™ CV (%) Agua Luz
TCR  23,1*** 502***  g1* 795 17,9 0,27 0,39

S TAL 105%** 755%* 9g*** 051 256 0,44 0,95
& AFE  12%x 978**  (02* 993 17 0,04 0,30
§ FMF 0,6  B5*** 72 728 12,6 0,29 0,11
¢ FMR 18,9* 8,2" 69" 339 11,9 0,11 0,07
O FMPA <01"™ 77,09* 10*** 870 6,6 0,10 0,25
RAF  <0,1™ 863** 18" 881 141 0,10 0,50

A 21,5%** 69,8*** 63*** 976 11,0 0,45 0,70

Js 41,3%*%* 7 2%x*  gokx 873 249 0,56 0,54

2 Ci 11,04 47,3***  98* 682 134 0,14 0,26
£ E 28,1*** 50 7***  §8* 856 253 0,47 0,59
‘2 FJFn 04" 643*** 08" 655 14 0,00 0,03
g TTE 71* 718***  66* 855 20,8 0,16 0,57
L D 02" 97,7%** <01™ 979 88 0,06 0,70
Onpo  2,5%**  935%** 1 7** 979 132 0,21 0,88
Do 19,4* 04™  291** 485 122 0,14 0,15

w. 97,6%* 01" 0,8** 986 11,5 0,93 0,34

g ., 57,9%%% 39g%kx ] g 992 45 0,55 0,49
= Eq 61,8*** 26,0  07° 885 145 0,47 0,34
= K 70,7%%* 8 6* 41™ 883 134 0,39 0,14
S Wme 37,0%%% 423%% 34" 826 62 0,15 0,16
&  ¥r, 158** 684*** 33" 875 43 0,08 0,16
g g 10,4** 71,8***  56% 878 4,6 0,07 0,18
Re 59"  704*** 10™ 773 08 0,01 0,02

N <0,1™ 35" 20,3 238 89 0,08 0,08

@ Chl 21" 63,0%** 02" 653 126 0,05 0,26
E car 08"  475**  09™ 492 132 0,03 0,21
S ChiN 1,7 59,3*** 76" 686 12,8 0,10 0,27
» Chl/Car 1,0™ 13,5™ 05" 150 9,0 0,02 0,06
8 Chlab 19® 1,0™ 32" 62 56 0,02 0,02
& SOD 04"  758*%* 08" 769 17,0 0,05 0,43
E CAT 187** 70,0 02® 889 138 0,30 0,48
a  APX 14,0*  478** 91* 709 12,7 0,16 0,26
GR 18,3* 336** 21" 540 16,2 0,16 0,22

LIP 05" 642%** 22 669 10,3 0,05 0,23

s  FEN 25% 90,1*** 05" 930 16,0 0,23 0,68
‘€ PRO 17,6™ 0,8" 02" 185 159 0,13 0,03
S AMD  81%* 09"  43* 874 153 0,51 0,14
g  AST 0,6 835** 05" 845 185 0,05 0,55
£ AMN 0,7" 17,3" 48" 227 136 0,06 0,11
S  PLN  625%** 320** 11" 956 10,1 0,53 0,43
E LIG 0,1" 29,2* 09" 303 283 0,06 0,28
O CEL 0,1 885*** 33* 919 93 0,11 0,43
HCE 97 B3,7*** 20" 754 91 0,09 0,23
A/E 0,6™ 30,8* 60" 374 254 0,13 0,27
28 Al 115%  44,3***  105* 66,3 195 0,15 0,31
2 5 ByE 1,9  49,8*** 90" 60,7 22,6 0,17 0,36
oo $8C 0,6™  56,9*** 270*** 845 35 0,08 0,13
E. 44 2%%* A4 0%**  35% 916 142 0,47 0,45

Ex=3

Nivel de significancia, avaliado pelo teste F (P < 0,05, "P < 0,01, P < 0,001 e ™P > 0,05), para cada fator e para a
interacéo sdo indicados. A variabilidade dos dados em relacéo & média é indicada pelo coeficiente de variagdo (CV). R? é
a proporc¢do da variancia total explicada pelo modelo. Vide a lista de abreviaturas para maiores detalhes.
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Figura 1: Resposta a disponibilidade de agua e luz, calculada pelo indice de plasticidade
(Valladares et al., 2000), de variaveis relacionadas com crescimento (losangos cheios),
fotossintese (quadrados cheios), relacdes hidricas (triangulos cheios); pigmentos e enzimas
antioxidantes (quadrados vazios), composi¢do quimica (losangos vazios) e uso de recursos
(tridangulos vazios) em plantas de Coffea arabica cultivadas sob condic¢des contrastantes de
luz (pleno sol e sombra) e 4gua [capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)].
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Tabela 2: Andlise de crescimento [taxa de crescimento relativo (TCR), taxa
assimilatéria liquida (TAL), area foliar especifica (AFE), fracdo de massa foliar (FMF),
fracdo de massa caulinar (FMC), fracdo de massa radicular (FMR), fragdo de massa da
parte aérea (FMPA) e razdo de area foliar (RAF)] em plantas de Coffea arabica
submetidas & combinacéo de condig¢des contrastantes de luz (pleno sol e sombra) e agua
[capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)]. Todos os valores representam a
média £ erro padrdo (n = 5).

CcC DH
Pleno sol Sombra Pleno sol Sombra

TCR(mgg*d') 105+05a* 58+09a 69+02b* 46+03a
TAL (gm?d') 7,98+0,68a* 0,39+0,09a 3,92+0,21b* 0,24+0,02a
AFE (m?kg?) 12,3+04a* 174+18b 126+03a* 182+14a
FMF(gg?) 0,39+0,01a* 048+0,03a 0,35+0,01a* 0,42+0,01a
FMR(gg) 035+0,02a* 0,26+0,02a 0,37+0,01a* 0,29+0,01la
FMPA (gg?) 065+0,02a* 0,73+,02a 0,63+0,02a* 0,72+0,03a

RAF (m°kg?) 4,33+0,33a* 7,36+0,39a 4,81+0,07a* 7,35+041a
Médias seguidas pela mesma letra minudscula ndo diferem significativamente entre os regimes hidricos,
dentro de um mesmo nivel de luz. Asterisco representa diferenga significativa entre os niveis de luz, dentro
de um mesmo regime hidrico. As médias foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05).

Variaveis

Valores superiores de A, gs, E e TTE, e similares de F,/Fn, foram obtidos nas
plantas cultivadas a pleno sol, em relacdo aos das plantas sob sombreamento,
independentemente do nivel de AD. A pleno sol, DH causou reducdo em A (46%), gs
(60%), C; (25%), E (50%) e TTE (31%), em relacdo a CC. Contudo, a sombra, redugdes
em A (43%) e gs (52%) foram acompanhadas por aumento em C; (15%), sem haver
variacdo em E e TTE (Tabela 3). Nas plantas a pleno sol, do total da energia de excitacdo
das clorofilas, somente 17-18% foram associados com ®rgy;, 40-52% com Onpg € 31-
42% com ®no. A sombra, 57-60% da energia de excitagdo das clorofilas foram
associados com ®ggy;, somente 5-6% com Dnpg € 35-37% com Do (Tabela 3).

86



40
B cRCrac
3,0 - B CRCA:
[ ] CRCrme
2,0 A
@)
@ 1,0 A
@)
0,0 A
-1,0 A
_2,0 l l l
CC DH Pleno sol Sombra
Luz Agua

Figura 2: Coeficientes de resposta do crescimento (CRC) em plantas de Coffea arabica
submetidas a combinacéo de condi¢des contrastantes de luz (pleno sol e sombra) e agua
[capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)]. Taxa assimilatoria liquida (TAL),
area foliar especifica (AFE), fracdo de massa foliar (FMF).

Houve reducdes significativas em ¥, sob DH. Para a mesma quantidade de AD
no solo (30%), plantas a sombra apresentaram maiores reducdes em ¥, em relacdo as
plantas a pleno sol (-0,65 e -0,73, para plantas ao sol e a sombra, respectivamente). Ao
meio-dia maiores reducbes em ¥, foram observadas nas plantas a pleno sol (menores
valores de ¥h4). O DH causou redugdes significantes em E4 . K| independentemente da
disponibilidade de luz; entretanto, maiores valores de E4 foram observados nas plantas ao
sol, e valores mais elevados de K. nas plantas & sombra. Plantas a pleno sol, sob DH,
apresentaram menor Yo € ¥ro, € maior €, em relacdo as plantas cultivadas sob CC,
enquanto & sombra essas variaveis ndo se alteraram significativamente. Em relagdo ao
fator luz, independentemente dos niveis de &gua, plantas a pleno sol tiveram menor

P00 € P, € maior € e Rp, em relacdo as plantas a sombra (Tabela 4).
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Tabela 3: Parametros fotossintéticos [taxa de assimilacdo liquida do carbono (A),
conduténcia estomaética (gs), concentracdo subestomaética de CO, (C;), taxa transpiratdria
(E), eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (F./Fy), taxa de transporte de elétrons
(TTE), rendimento fotoquimico do FSII (®gs);), rendimento ndo-fotoquimico associado a
dissipacdo de energia pelo ciclo das xantofilas (®npg) € outras mecanismos de dissipacéo
energética (Ono)] em plantas de Coffea arabica submetidas a combinacéo de condigdes
contrastantes de luz (pleno sol e sombra) e 4gua [capacidade de campo (CC) e déficit
hidrico (DH)]. Todos os valores representam a média + erro padrao (n = 5).

o CC DH
Variaveis
Pleno sol Sombra Pleno sol Sombra
A(umol CO,m?s™") 94+03a* 28+0la  51+03b* 16+02b
gs(mmol H,O m?s™?)  94+5a* 40+8a 38 + 5 b* 19+1b
Ci (umol CO; mol ar) 215+ 7a 231+17Db 162 + 17 b* 259+9a
E (mmolH,Om?s?) 1,80+0,11a* 0,70+0,09a 0,90+0,16 b* 0,39+ 0,03 a
Fu/Fm 0,78+0,01a* 0,81+001a 0,78+0,02a* 0,80+0,02a
TTE (umole m?s?) 806+49a* 285+10a 56,0+7,4b* 28,1+13a
D)) 0,18+0,01a* 0,60+0,02a 0,17+0,01a* 0,57+0,01a
Dnpo 0,40+£0,02b* 0,056+0,0la 0,52+0,02a* 0,06+0,01a
Do 0,42 +0,02a* 0,35+0,02a 0,31+0,02b 0,37+0,02a

Estatisticas conforme Tabela 2.

Tabela 4: Relag@es hidricas [potencial hidrico na antemanha ( ¥m) e ao meio-dia ( ¥mg),
taxa de transpiracdo diaria (Eg), condutdncia hidraulica entre o solo e a folha (K.),
potencial osmaético em turgescéncia plena (¥mi00) € em turgescéncia nula incipiente
(¥mo), mbdulo global de elasticidade (g) e teor relativo de agua no ponto de perda de
turgescéncia (Rp)] em plantas de Coffea arabica submetidas a combinagéo de condicdes
contrastantes de luz (pleno sol e sombra) e 4gua [capacidade de campo (CC) e déficit
hidrico (DH)]. Todos os valores representam a média + erro padrao (n = 5).

. CC DH
Variaveis
Pleno sol Sombra Pleno sol Sombra

Ym (MPa) -0,06+0,02a -0,03+0,01a -0,65+0,04b* -0,73+0,01b
¥hna (MPa) -1,10+£0,03a* -0,34+0,01a -1,74+0,03b* -1,23+0,02b

Eq (mol m?d?) 225+11a* 158+13a 12,7 £ 0,8 b* 79+03b
K. (mmol MPa*m?s?) 112+0,07a* 1,41+0,08a 0,72+0,03*b 0,81+0,03b
100 (MPa) -1,41+0,02b* -1,23+0,056a -1,71+£0,07a* -1,29+0,05a
¥, (MPa) -1,94 +0,06 b* -1,67+0,08a -2,27+0,13a* -1,74+0,09a
€ (MPa) 7,48+0,12b* 6,43+0,18a 8,43+0,21a* 6,58+0,12a

Rp (%) 91,1+04a* 886+03a 914+04a* 895+05a

Estatisticas conforme Tabela 2.
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As variaveis relacionadas com o0s pigmentos fotossintéticos ndo foram
influenciadas pelos niveis do fator agua. Em geral, plantas & sombra apresentaram maior
concentragdo de Chl (25%), Car (20%) e maior relagdo ChI/N (26%), quando
comparadas com plantas ao sol. A atividade de enzimas antioxidantes foi maior a pleno
sol que a sombra, com pequenas alteracdes causadas pela variacdo dos niveis de agua. A
atividade da SOD, CAT, APX e GR foram, em média, 43%, 47%, 24% e 22% superior

nas plantas ao sol que a sombra (Tabela 5).

Tabela 5: Nitrogénio (N), pigmentos fotossintéticos [clorofilas (Chl) e carotendides
(Car)] e atividade de enzimas do sistema antioxidante [dismutase do superoxido (SOD),
catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR)] em
plantas de Coffea arabica submetidas a combinacdo de condicdes contrastantes de luz
(pleno sol e sombra) e agua [capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)].
Todos os valores representam a média + erro padréo (n = 5).

o CcC DH
Variaveis
Pleno sol Sombra Pleno sol Sombra
N (g kg™ 326+16a 342+12a 353+15a 31l4+11la
Chl (a+b) (g kg™ MS) 78+03a* 105x04a 81+02a* 11,1+09a
Car (g kg™ MS) 1,7+01a* 21%01a 1,7+0,1a* 2,2%02a
Chl/N (mmol mol™) 38+x04a* 47+x01la 36+0,1a* 54+0,3a
Chl/Car 46+0/4a 50+0,1a 48+0,1a 50+0,1a
Chl a/b 29+0la 29+00a 29+01a 29+00a
SOD (Umin*mg*Chl) 1336+69a* 796+57a 1439+ 129 a* 777+54a
CAT (umol mint mg? Chl) 1,22+0,07b* 054+0,04a 153+0,07a* 0,91+0,08a
APX (umol min mg™ Chl) 25,3+1,4a* 159+11b 26,1+08a 223+16a

GR (umol min* mg* Chl) 0,26+0,02b 021+002a 0,32+0,03a* 0,24+0,01a

Estatisticas conforme Tabela 2.

A composicao quimica do tecido foliar foi alterada principalmente pelos niveis do
fator luz, sem alteracbes significativas associadas ao fator agua, a excecdo da
concentracdo de (i) AMD e PLN, que apresentaram elevada proporcdo da variacdo
explicada pelo fator agua, e (ii) PRO e AMN, que ndo foram afetadas significativamente
pelos tratamentos aplicados (Tabela 1 e Figura 31 e 3J). Plantas cultivadas sob CC a
pleno sol apresentaram maior concentragdo de AMD quando comparadas com plantas
sob a mesma condigdo hidrica & sombra. Independentemente do nivel de luz, plantas
cultivadas sob CC apresentaram maior concentracdo de AMD em relagdo as plantas sob
DH (Figura 3E). Comparando-se a composi¢do quimica do tecido foliar entre plantas

cultivadas em diferentes niveis de luz, independentemente da disponibilidade hidrica,
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verificou-se que as concentracfes de LIP, FEN, AST e LIG foram superiores nas plantas
ao sol em relacdo aquelas a sombra, observando-se o inverso no que respeita a CEL e
HCE (Figura 3A, 3C, 3G, 3D, 3F e 3H). Sob DH, houve aumento da concentragéo de
PLN, independentemente do nivel de AD, com maior concentracdo de PLN ao sol que a
sombra (Tabela 3B)

Plantas cultivadas a pleno sol apresentaram maior Ea sob DH (independente do
método de avaliagcdo), porém menor E,. Entretanto, nas plantas cultivadas a sombra, DH
causou reducdo na eficiéncia do uso de recursos, a julgar-se pela redugdo em Ea
(independente do método) e E,. Considerando-se o cultivo de plantas sob CC nos
diferentes niveis de luz, o sombreamento contribuiu para aumentar E__mas em paralelo a

reducdes em Ea (Tabela 6).

Tabela 6: Eficiéncia de uso da agua [eficiéncia instantdnea de uso da agua (A/E),
eficiéncia intrinseca de uso da agua (A/gs) eficiéncia de uso da agua da planta inteira
(Bp/Ec) e composicéo isotopica do carbono (8"3C)] e eficiéncia de uso da luz (E.) em
plantas de Coffea arabica submetidas a combinacdo de condicdes contrastantes de luz
(pleno sol e sombra) e agua [capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)].
Todos os valores representam a média + erro padréo (n = 5).

CC DH
Pleno sol Sombra Pleno sol Sombra
A/E (umol mmol™) 100,3+4,3b 79,7+11,1a 140,2+11,4a* 80,7+58b
Algs (umolmmol™) 53+03a 44+06a 6,2+08a* 39+02b
By/E. (mgg™) 75+05a* 39+08a 59+04a* 45%+04b
8 1*C (%o) -246+06b -256+03a -223+0la* -27,3+04b
E. (umolmol®) 79#02a* 143+04a 42+03b* 75+09b
Estatisticas conforme Tabela 2.

Variaveis

4.4 Discussao

A maioria das varidveis analisadas relacionadas com o crescimento mostrou
interacdo fraca ou insignificante nas suas respostas aos niveis dos fatores luz e agua.
Estes resultados suportam a hipotese de efeitos independentes da interacdo luz x agua no
crescimento do café, i.e. 0 sombreamento reduziu o crescimento na mesma proporcao
que o fez o déficit hidrico. A hipotese de efeitos independentes da interacdo luz x 4gua é
implicitamente apoiada por poucos estudos anteriores (Baruch et al., 2000; Sack e
Grubb, 2002; Sack, 2004; Markesteijn e Poorter, 2009).
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Figura 3: Composicdo quimica [lipidios (A), prolina (B), fenois soltveis totais (C),
lignina (D), amido (E), celulose (F), acucares soliveis totais (G), hemicelulose (H),
aminoacidos (I) e proteinas totais (J)] do tecido foliar em plantas de Coffea arabica
submetidas & combinacdo de condic¢des contrastantes de luz [pleno sol (barras escuras) e

sombra (barras claras)], e dgua [capacidade de campo (CC) e déficit hidrico (DH)].
Médias seguidas pela mesma letra minGscula ndo sdo significativamente diferentes entre os regimes
hidricos para um mesmo nivel de luz. Asterisco representa diferenca significativa entre os niveis de luz
dentro de um mesmo regime hidrico. As médias foram comparadas entre si pelo teste F (P < 0,05). Todos
os valores representam a média * erro padréo (n = 5) e foram expressos em base de massa seca.
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A hipotese de competicao entre tolerancia a seca e tolerancia a sombra, com
base em uma dicotomia na alocacdo de recursos acima e abaixo do solo, postulada
por Smith e Huston (1989), foi insignificante para os resultados deste estudo, na
medida em que apenas ligeiras variacdes foram observadas entre FMR e FMF em
plantas cultivadas a sombra sob DH. Indepententemente dos tratamentos, diferencas
em TCR foram principalmente associadas com ajustes fisioldgicos (ou seja, TAL)
em vez de com alteragdes morfoldgicas. No geral, os dados ndo suportam a hipotese
de que maior TCR esteja intimamente relacionada com diferencas na alocagdo de
biomassa. Estes resultados estdo de acordo com os de Poorter e Nagel (2000) que,
revisando observacOes de literatura, destacaram que a reducdo em TCR em funcéo da
reducdo da disponibilidade de agua e/ou luz foram causadas principalmente por
mudancas em TAL e, em menor escala, por mudancas em variaveis morfol6gicas
(FMF e AFE).

A reducdo dos valores de A, juntamente com reducdo em ¢gs e Cj, sem
alteracdo de F./Fn, em plantas cultivadas sob déficit hidrico e a pleno sol, indica que
a fotossintese foi, fundamentalmente, limitada pelo fechamento dos estématos.
Como a fixacdo de CO,, que consome a maior fracdo do poder redutor e ATP
produzidos durante a fotoquimica, foi limitada, uma maior quantidade da energia
absorvida pelas folhas deveria ser usada na fotoquimica da fotossintese.
Consequentemente, espera-se uma maior pressao de excitagdo nas folhas das plantas
sob déficit hidrico e a pleno sol, o que potencializaria a probabilidade de ocorréncia
de fotoinibicdo e fotodanos. Entretanto, mecanismos efetivos para proteger a
maquinaria fotossintética contra irradidncias potencialmente estressantes foram
observados: (i) reducéo da concentracdo de Chl e da razdo Chl/N (Krause, 1988); (ii)
aumentos no sistema enzimatico antioxidante (Lima et al., 2002; Matos et al., 2009);
(iii) redugdo em Drg); € aumento em Pnpg (Rodriguez-Calcerrada et al., 2008) e; (iv)
maior concentracao de fendis, que podem contribuir significativamente para protecédo
contra o excesso de energia (Close et al., 2003; Wilhelm e Selmar, 2011) e danos
associados a radiacdo UV-B (Li et al., 1993; Gill e Tuteja, 2010). Isso pressupbe que
o cafeeiro tenha habilidade de amenizar os impactos negativos do déficit hidrico,
dissipando, termicamente ou por vias nao-fotoquimicas, 0 excesso da energia
incidente, o que explicaria, em parte, uma plasticidade relativamente elevada de sua
maquinaria fotossintética as variacbes da irradiancia (DaMatta, 2004; Chaves et al.,
2008; Matos et al., 2009).
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Plantas sob sombreamento intenso, mesmo apresentando uma menor capacidade
de dissipar 0 excesso da energia absorvida, estariam menos sujeitas a processos de
fotoinibicdo devido a menor quantidade de energia que necessitaria ser dissipada (Duan
et al., 2005). Este fato, em parte, foi verificado para plantas cultivadas sob déficit hidrico
e a sombra (aumento de Chl e da razdo Chl/N, aumento em ®gs), e reducdo acentuada em
®npg). Contudo, nessas condicdes, a redugdo da A ocorreu juntamente com reducéo em
gs, Sem alteracdo de F./Fy e TTE, porém associada com aumento significativo de C;,
sugerindo que a fotossintese foi limitada por fatores ndo-estomaticos. Como ndo houve
aumento em ®npq € a atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo ndo foi
alterada, outras rotas alternativas de dissipacdo energética poderiam estar atuando de
forma a manter TTE, como a fotorrespiracdo (Ort e Baker, 2002).

A variacdo na disponibilidade de umidade do solo durante o experimento foi a
mesma em ambos os tratamentos de luz. Entretanto, quando houve reducdo em AD,
plantas a pleno sol tiveram a habilidade de se manter mais bem hidratadas (maior ¥m).
A associacdo de ajuste osmotico (maior Yo € o) com baixa elasticidade da parede
celular (maior g) contribuiu para uma maior conservagdo do volume de agua do
simplasto, fato ilustrado pelos maiores valores de R,. Conquanto, em café, a manutengao
de gs (e de A) parece depender mais diretamente da conservacao do volume do simplasto,
em vez da turgescéncia (Meinzer et al., 1990), sugere-se que a alteracdo das relagdes
hidricas explicaria, em parte, o maior ganho de carbono (maiores valores de gs, A, 5°C,
TCR e TAL) nas plantas a pleno sol que naquelas a sombra, sob DH.

A sombra, menores teores de carboidratos totais n&o-estruturais (amido e
acucares soluveis totais) e lignina foram acompanhados por um aumento carboidratos
totais (celulose e hemicelulose), como também observado por Niinemets e Kull (1998).
Maiores concentracBes de lignina e menores teores de carboidratos estruturais pode
explicar, em grande parte, as variacbes em ¢ encontradas entre os tratamentos. Folhas
expandidas a sombra apresentaram maiores dimensdes e, portanto, exigem mais apoio
estrutural (Niinemets e Kull, 1998), de modo que precisam alocar mais recursos para
compostos estruturais como celulose e hemicelulose. Folhas expandidas a pleno sol
apresentaram menor &rea foliar unitaria, menor AFE e maior concentracdo de lipidios e
lignina, em relacdo as folhas expandidas a sombra. Folhas menores sdo mais adequadas
para dissipar o0 excesso de energia, como acontece a pleno sol, principalmente em

condicdes de limitacdo hidrica, pois permitem maiores taxas de troca de calor sensivel,
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podendo refrigerar-se mais eficientemente, sem que isso ocorra as expensas de taxas
elevadas de transpiracdo. Além disso, maior concentracdo de lipidios poderia estar
associada a cuticulas mais espessas, contribuindo para a reducdo da perda de agua e
aumento da eficiéncia de seu uso (Larcher, 1995).

As caracteristicas morfoldgias, fisiologicas e estruturais, apresentadas pelas
plantas cultivadas a sombra, explicam suas menores E5 e maiores E;, sendo o efeito
exarcebado sob DH. Folhas de café que se expandem em condicdes de alta irradiancia
sdo menores e mais espessas (maior AFE) do que as expandidas a sombra, sendo a
espessura da folha fundamentalmente determinada pela espessura das células da palicada
(Matos et al., 2009). Folhas espessas apresentam maior Ea em relacdo a folhas mais finas
(Aranda et al., 2005). A relacdo negativa entre AFE e 8*3C demonstra, pois, que Ea
responde a varia¢Ges na radiacdo via alteracdes na morfologia foliar. A diminuicdo de
AFE ¢é associada a reducdo da superficie transpirante e aumento do potencial
fotossintético (Nobel 1991), tratuzindo-se, em ultima instancia, em maior Ea. Em
contraste, aumento em AFE refletiu-se em aumento de E_ sob sombreamento,
particularmente porque tal aumento foi acompanhado por aumentos concomitantes em
RAF e Chl, como forma de a otimizacgéo de captura de luz (Poorter e Nagel, 2000; Sack e
Grubb, 2001). A habilidade de alteracdo de caracteristicas morfoldgias, fisioldgicas e
estruturais, em funcdo da variacdo da disponibilidade de agua e luz, permite ao cafeeiro
uma alta plasticidade fenotipica, confirmando a hipdtese deste estudo de que os efeitos

da interacdo luz x 4gua no crescimento do café sdo independentes.
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V. CONCLUSOES GERAIS

Evidenciou-se, neste trabalho, que a magnitude de PF de uma determinada
variavel depende da importancia que essa varidvel tem na determinacédo do desempenho
da planta. Foi também demonstrado que o padrdo de IF altera a expressdao de PF.
Portanto, sugere-se que PF e IF sejam processos complementares, e ndo mutuamente
exclusivos. A expressdo da plasticidade em resposta a disponibilidade de luz e agua é,
pois, dependente do padrdo de covariacdo entre caracteristicas funcionais e difere entre
ambientes, como forma de responder as alteracBes na disponibilidade de recursos de
forma integrada. Com efeito, conclui-se que IF sob sombreamento e DH, condi¢bes em
que o ganho de C é reduzido, € limitada como forma de limitar a plasticidade da planta
como um todo, evitando grandes alteragdes do fendtipo e, portanto, o desenvolvimento
de plasticidade mal-adaptativa.

Os resultados também suportam que, concomitantemente as baixas taxas
fotossintéticas in situ, altas concentragdes de N e de compostos secundarios devem afetar
sobremodo a economia do C, CCO e CMT em folhas de café. A maior propor¢do do N
(>70%) foi alocada em compostos ndo associados a fotossintese e, portanto, uma baixa
eficiéncia fotossintética do uso do N se torna implicita, independentemente da
disponibilidade de luz e de agua. Os resultados sugerem que a particdo de N para rotas
metabdlicas outras que a fotossintese possa ter precedéncia em café. Coletivamente,
essas informagbes suportam os altos requerimentos em N pelo café e a sua baixa
eficiéncia do uso desse elemento. As relacdes entre os compostos quimicos e TCR
encontradas neste estudo ndo comprovam a existéncia de respostas dicotdmicas entre o
investimento energético para compostos associados diretamente com o crescimento e
com a defesa. Aqui, maior TCR foi positivamente associada com maior cancentracdo de
FEN, que, por seu turno, foi correlacionada negativamente com AFE. Maior
concentragdo de FEN, além de contribuir para as defesas da planta contra estresses
bioticos, pode também contribuir significativamente para protecdo contra 0 excesso de

energia. Coletivamente, essas informagbes sugerem que a capacidade da planta de
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aumentar o seu potencial de defesa sem comprometer o crescimento pode ser uma
estratégia para que a espécie, originalmente de sombra, possa crescer e produzir mais a
pleno sol que & sombra. Nesse contexto, 0 aumento da capacidade de defesa contra
estresses levaria ao aumento da capacidade de crescimento em ambientes potencialmente
estressantes.

Adicionalmente, os resultados deste trabalho ajudam entender aos impactos
combinados da disponibilidade de luz e de agua sobre o crescimento e desenvolvimento
do cafeeiro. A capacidade de modificar suas caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e
estruturais, em resposta a variagdes no fornecimento de recursos, confere ao cafeeiro
uma alta plasticidade fenotipica, principalmente em resposta a luz, suportando a hipotese
de que os efeitos da interagdo luz x dgua sdo independentes. Portanto, ao contrario do
que foi sugerido anteriormente, 0 sombreamento ndo deve ser recomendado como uma
pratica cultural para aliviar os impactos da seca na cultura do café, a menos que as
plantas estejam crescendo em areas sujeitas a uma combinacdo de seca e elevadas

temperaturas.
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