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RESUMO

CATEN, Angela Ten, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2007.
Trocas gasosas e metabolismo antioxidativo em Coffea canephora em
resposta ao sombreamento promovido por Hevea brasiliensis. Orientador:
Fabio Murilo DaMatta. Co-Orientadores: Marco Aurélio Pedron e Silva e
Marilia Contin Ventrella

Apesar de ter evoluido em ambientes sombreados, o café conilon (Coffea
canephora) vem sendo cultivado tradicionalmente a pleno sol. Atualmente, ha um
interesse crescente em cultivar-se o café em sistemas arborizados e, portanto,
sob algum grau de sombreamento. Neste trabalho, procurou-se contrastar dois
clones de café conilon, o 109A (relativamente sensivel ao estresse oxidativo) e o
120 (relativamente tolerante ao estresse oxidativo) para explorarem-se suas
respostas fisiolégicas a disponibilidade de luz e, assim, examinar a plasticidade
do café conilon as variacGes de irradiancia. O experimento foi conduzido em uma
lavoura com fileiras de seringueira plantadas perpendicularmente as fileiras do
café, no sentido norte-sul, e o café, no sentido leste-oeste. As posicdes de
avaliacdes foram: oeste, meio e leste da linha de café. Ainda que as taxas
fotossintéticas tenham sido baixas, ndo se observou, ao longo do dia, fotoinibigdo
da fotossintese, mesmo em plantas mais expostas a radiacdo solar. De modo
geral, as folhas do cafeeiro, independentemente dos clones e posi¢cdes avaliadas,
apresentaram capacidades similares de dissipacdo da irradiancia em processos
fotoquimicos e ndo-fotoquimicos. Ambos os clones apresentaram variagbes na
inclinacé@o foliar ao longo do dia, independentemente do status hidrico foliar. As
atividades das enzimas antioxidantes tenderam, geralmente, a ser ligeiramente
menores no clone 120 que no clone 109A; contudo, a peroxidacédo de lipidios, o
extravasamento de eletrélitos e a concentracdo de peroxido de hidrogénio foram
similares nos clones e nas posi¢cdes avaliadas. Sugere-se que 0 sombreamento,
na media em que pode contribuir para um status hidrico mais favoravel, pode ser
uma alternativa promissora para reduzir-se a quantidade de agua usada na
irrigacdo, ou para aumentar a eficiéncia do uso da agua em lavouras de café

conilon.
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ABSTRACT

CATEN, Angela Ten, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February 2007. Gas
exchange and antioxidative metabolism in Coffea canephora in response
to shading from Hevea brasiliensis. Adviser: Fabio Murilo DaMatta. Co-
Advisers: Marco Aurélio Pedron and Silva e Marilia Contin Ventrella

Despite being evolved in shady environments, robusta coffee (Coffea
canephora) has been traditionally cropped at full exposure. Currently, there is an
increasing trend for growing coffee shrubs under taller trees, thus under some
degree of shade. In this study, two clones of robusta coffee, 109A (relatively
sensitive of oxidative stress) and 120 (relatively tolerant) were compared in order to
explore their physiological responses to light availability, and to examine their
plasticities to varying irradiance. The experiment was conducted in the field with
rows of rubber trees (north-south orientation) planted perpendicularly to the coffee
rows (east-west orientation). The evaluations were carried out in the east, middle
and west of the coffee hedgerows. Although their photosynthetic rates were very
low, photoinhibition of photosynthesis over the course of the day was not detected,
even in the more exposed plants to solar radiation. Generally, regardless of
treatments, coffee leaves showed similar abilities to dissipate irradiance through
photochemical and non-photochemical processes. Leaf inclination changed over the
course of the day in both clones, regardless of leaf water status. Overall, activities of
antioxidant enzymes tended to be slightly lower in clone 120 than in clone 109A.

However, lipid peroxidation, electrolyte leakage and hydrogen peroxide

concentration were all similar irrespective of treatments. It is proposed that shading,

as it can contribute to a better plant water status, may be a promising alternative to
reduce the amount of water employed in irrigation systems or, alternatively, to

increase the water-use efficiency of robusta coffee stands.
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1.0 - INTRODUCAO

Dentre cerca de 100 espécies de Coffea descritas (Fazuoli, 1986), C.
arabica L. (café arabica) e C. canephora Pierre (café robusta) sdo as Unicas com
expressao econdmica no mercado mundial. Nos ultimos anos, a producéo do café
robusta vem aumentando, comparativamente, mais que a do ardbica: em 1985,
cerca de 25% da producdo mundial de café era derivada do café robusta e, em
2005, esse porcentual elevou-se para cerca de 38%. No Brasil, e particularmente
no Espirito Santo, a producéo de café robusta é originaria da variedade kouillou,
popularmente conhecida como conilon.

Nativo de regides tropicais da Africa, tanto o café arabica como o robusta
evoluiram como espécies lenhosas de sub-bosque. As primeiras plantacdes de
café ardbica foram, portanto, conduzidas sob sombreamento, por meio de
consorcio com arvores de maior porte, com a finalidade de simular o habitat
natural da cultura. Em muitas situacoes, entretanto, cafezais a pleno sol podem
produzir mais que aqueles sombreados (Beer et al., 1998). Como consequéncia, o
sombreamento foi abandonado como uma prética cultural regular em muitas
regides do mundo.

A principal regido produtora de café conilon no Brasil se concentra no norte
do Espirito Santo. Em boa parte dessa regido, ha expressivo déficit hidrico anual
que, aliado a distribuicdo irregular de chuvas, promove um periodo seco, que se
estende por aproximadamente cinco meses, coincidindo com a estagéao fria (Siag,
2006). E comum, também, a ocorréncia de veranicos associada a temperaturas
que se aproximam de, podendo eventualmente ultrapassar, 40°C durante a fase

critica de enchimento de gréos, levando a quedas significativas na produtividade



das lavouras naquela regido, devido ao elevado grau de chochamento dos gréos.
Ademais, os solos da regido sao rasos, de textura predominantemente média a
arenosa, com baixa fertilidade natural, e apresentam baixa capacidade de
retencdo da agua. Essas condicoes, aliadas a ocorréncia de ventos fortes e a
elevada taxa evapotranspiratéria, impdem a cafeicultura do norte capixaba a
necessidade de utilizagdo da irrigacéo, o que contribui para a elevagao do custo
de producgédo do café (DaMatta et al., 2007).

Os fortes ventos nordeste e sudeste, que normalmente ocorrem no final do
periodo da seca (agosto), tém proporcionado prejuizo intenso a cafeicultura do
Espirito Santo. Nesse periodo, as lavouras nao-irrigadas, debilitadas pela colheita
e poda e pelo longo periodo de déficit hidrico (abril a agosto), sofrem expressivo
desfolhamento, tornando-se menos produtivas e longevas. Esses fatores,
somados as frequentes oscilagbes do preco do café, tém redirecionado a visdo do
cafeicultor para os aspectos relacionados a utilizacdo de espécies perenes que
possam ser consorciadas com o café, visando-se ao aumento da rentabilidade por
area cultivada e a minimizacdo dos efeitos adversos do clima (particularmente
seca, altas temperaturas e ventos) sobre a lavoura. Nesse contexto, na regiao de
plantio de café conilon no norte do Espirito Santo, o cultivo consorciado tem-se
tornado uma pratica cada vez mais comum (DaMatta et al., 2007). Registre-se
que o café é uma mercadoria bastante vulneravel as flutuacdes de preco no
mercado internacional e, seguramente, a diversificacdo € uma estratégia para
manter ou melhorar o equilibrio econdmico da propriedade.

O sombreamento, ao reduzir a irradiancia incidente sobre o cafezal, e ao
permitir maiores condutancias estométicas, em decorréncia do menor déficit de
pressdo de vapor entre a folha e a atmosfera (DaMatta, 2004b), deve afetar
sobremodo os processos fisiolégicos como as trocas gasosas e o metabolismo de
espécie reativas de oxigénio (ERQ’s). Sugere-se, portanto, que o desempenho
fotossintético e a producdo de clones de café conilon mais sensiveis a seca e ao
estresse oxidativo possam ser maximizados numa extensao superior a dos clones
mais tolerantes aqueles estresses, quando cultivados sob sombreamento. Neste
experimento, foram selecionados dois clones, o 109A (relativamente sensivel a
seca e ao estresse oxidativo) e o 120 (relativamente tolerante a seca e ao
estresse oxidativo) (Lima et al., 2002; Oliveira, 2005; Pinheiro et al., 2004) sendo,

pois, contrastados, sob condi¢cdes de campo, para explorarem-se suas respostas



fisiologicas a disponibilidade de luz e, assim, examinar-se a plasticidade do café
conilon as variagdes de irradiancia. Especificamente, avaliaram-se os efeitos do
sombreamento sobre as trocas gasosas, as relacdes hidricas e 0s mecanismos
de protecdo contra danos oxidativos em clones de café conilon com
sensibilidades diferenciais ao estresse oxidativo, contrastando-os com as

respostas obtidas a pleno sol.



2.0 - REVISAO DE LITERATURA

O termo arborizacdo é empregado para indicar um sombreamento esparso,
até, no maximo, cerca de 50% de cobertura do terreno (Beer et al., 1998), e
precisa ser dosado, para ndo prejudicar a producdo além de um determinado
limite (Caramori et al., 2004).

Sombreamentos densos, com espécies de copas frondosas e em altas
populacdes, podem causar quebras severas na producdo, competindo
intensamente com o cafeeiro por luz, agua e nutrientes (Caramori et al., 2004,
Martinez et al., 2004). No entanto, nas condicbes em que a luminosidade e a
temperatura excedem as necessidades do cafeeiro, a introdu¢édo de certo nimero
de arvores ainda permite ao cafezal receber radiacdo solar suficiente e condi¢cdes
mais favoraveis a producdo que a pleno sol (Bregonci e Pelissari, 1995). Além
disso, a utilizacdo de arvores com sistema radicular profundo pode aumentar a
disponibilidade hidrica apos longos periodos secos, nas camadas superficiais do
solo, de forma a manter o status hidrico do cafeeiro (Matsumoto e Viana, 2004).

O sombreamento afeta ndo somente a disponibilidade de luz ao longo da
copa do cafeeiro, mas, também, melhora as condi¢cbes microclimaticas, via
reducéo dos extremos de temperatura do ar e do solo, reducédo da velocidade dos
ventos e manutengdo da umidade relativa do ar e tamponamento da
disponibilidade hidrica do solo (Beer et al., 1998). Como consequéncia, cafezais
arborizados sdo mais bem protegidos contra a acdo dos ventos e encontram um
ambiente mais propicio para a manutencdo das taxas de fotossintese, com
reflexos Gbvios sobre a producéo.

As variacOes da temperatura do ar e da umidade relativa e, portanto, do

déficit de pressao de vapor, estdo intimamente associadas a flutuacdo diaria da
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radiacdo solar. Porém, em cafezais sombreados, pode ocorrer decréscimo
substancial no déficit de pressdo de vapor entre a copa e a atmosfera e, em
dltima andlise, na transpiracéo. Nessa condicao, o gradiente absoluto de pressao
de vapor entre os espacos internos da folha e o ar adjacente diminui e a
transpiracdo passa a depender muito mais da resisténcia do ar, e ndo da

resisténcia estomatica (DaMatta e Rena, 2001). Assim, o influxo de CO, para a

[N

fotossintese, na medida em que o estdbmato permanece mais aberto, ndo
acompanhado direta e efetivamente por perda de vapor d'agua, em face de a
contribuicdo da resisténcia do ar sobrepujar-se aguela da resisténcia do estomato.
Isso deve contribuir para otimizar a utilizacdo da agua pela planta (maior
eficiéncia do uso da agua) (DaMatta, 2004a; 2004b). Por outro lado, em cafezais
cultivados a pleno sol, na medida em que o dia avanga, a transpiracdo, a
principio, aumenta, em resposta a aumentos discretos no déficit de pressdo de
vapor. Todavia, incrementos adicionais na demanda evaporativa, como ocorre
principalmente a tarde, geram decréscimos na transpiracdo, em face da alta
sensibilidade do estdbmato do café a reducdo de umidade relativa. Como
consequéncia, o influxo de CO, para os cloroplastos diminui e as taxas de
fotossintese decrescem sobremodo e, assim, reduz-se a utilizacdo fotoquimica da
irradiancia incidente (DaMatta et al., 2007).

Irradidncias superiores aquelas necessarias para saturar a fotossintese
freqientemente acarretam fotoinibicdo, resultando em decréscimo na eficiéncia
fotoquimica do Fotossistema Il (DaMatta e Rena, 2002). Se a fotossintese e a
fotorrespiracdo né&o utilizarem a maior fragcdo do poder redutor gerada na fase
fotoquimica, podera ocorrer uma sobre-reducdo da cadeia de transporte de
elétrons do cloroplasto e, nessa condigcédo, elétrons podem reduzir o oxigénio
molecular, levando a formacédo de ERQO’s potencialmente capazes de resultar em
danos fotoinibitérios e fotooxidativos (Asada, 1999). Dentre tais ERO’s, destacam-
se radical superéxido (O"), peroxido de hidrogénio (H.O5), radical hidroxil (OH") e
oxigénio singleto (*O,), que seriam produtos inevitaveis do metabolismo celular
(Yu e Rengel, 1999), capazes de causar peroxidacdo de lipidios (Lima et al.,
2002) e desnaturacéo de proteinas (Asada, 1999). Além disso, a peroxidagédo de
lipidios de membrana pode resultar na perda de compartimentalizacdo celular,
fato facilmente observado pelo consequente extravasamento de eletrdlitos

(Asada, 1999, Lima et al.,, 2002). Sob condi¢cdes estressantes, todavia, a



formacdo de ERO’s pode exceder a capacidade de sua remocao, culminando,
assim, em estresse oxidativo (Yu e Rengel, 1999). Como consequéncia final,
danos oxidativos traduzem-se nas folhas pelo aparecimento de areas cloréticas
que, em muitos casos, evoluem para a necrose, culminando na abscisao foliar,
fendbmeno popularmente conhecido como escaldadura (DaMatta e Rena, 2001).

A fotoinibicdo da fotossintese pode ser encarada como uma estratégia de
aclimatacdo do FSIl, traduzindo-se em prote¢cdo contra niveis de luz
potencialmente injuriosos (Asada, 1999). Assim, a fotoinibicdo, per se, pode nao
resultar em reducdes substanciais na produtividade de cafeeiros cultivados em
campo, o que explicaria, em parte, o sucesso do cultivo de variedades comerciais
a pleno sol (DaMatta e Maestri, 1997). Por outro lado, sob certas condigdes, como
déficit hidrico e temperaturas elevadas associadas a alto déficit de pressédo de
vapor entre a folha e atmosfera, os mecanismos de defesa da planta podem néo
ser suficientes para dissipar a energia excedente e, nesse caso, a ocorréncia de
fotodanos pode ser bastante expressiva. Esses fatores, combinados ou néo,
podem acarretar uma seqiéncia de eventos potencialmente catastréfica,
especialmente em cafezais que recebem a radiacdo solar da tarde. Como
conseqUéncia visivel, a escaldadura se manifesta, culminando na abscisdo da
folha. Nessas condi¢fes, a incidéncia de cercosporiose e ferrugem usualmente
aumenta, também levando & abscisdo foliar. Desse modo, ndo somente a
folnagem exposta, mas também as folhas mais internas da copa, passam a
receber fluxo de fétons superior ao necessario para saturar a fotossintese, o que
potencializa mais ainda a absciséo das folhas. Em muitos casos, o ramo seca ou
pouco cresce, acarretando quebra de producdo na colheita seguinte. O
sombreamento, nesse contexto, pode minimizar, sobremodo, a ocorréncia de
escaldadura (DaMatta e Rena, 2002).

Para protecdo da maquinaria fotossintética contra estresses oxidativos, as
plantas precisam dissipar o excesso de energia luminosa, o que pode ser
alcancado mediante aumento nos niveis de xantofilas e carotenos ou por atuacao
do sistema de defesa antioxidativo (Asada, 1999). Tal sistema compreende
mecanismos enzimaticos, composto pelas chamadas “enzimas antioxidantes”
(e.g., dismutase do superoxido, SOD; catalase, CAT; peroxidase do ascorbato,
APX e peroxidase da glutationa, GR). Maior protecdo contra excesso de

irradiancia pode também ocorrer via alteracdo do angulo de orientacéo foliar, uma



vez que, quanto mais verticalizada estiver a folha, menor sera a interceptacao da
radiacdo incidente (DaMatta, 2003). Além disso, o custo metabdlico € sobremodo
menor para alteracdo do angulo foliar que para a sintese de moléculas
antioxidantes ou para suportar o giro da maquinaria enzimatica antioxidante (Liu
et al., 2003).

Parece haver grande polimorfismo entre clones de café conilon, no que
respeita a tolerancia a seca e ao estresse oxidativo (Lima et al., 2002; Oliveira,
2005; Pinheiro et al., 2004; 2005; Praxedes et al., 2006). Lima et al. (2002), por
exemplo, avaliando dois clones de café conilon em casa de vegetacao,
verificaram maior atividade do sistema antioxidante no clone 120 (tolerante a
seca) do que no clone 109A (sensivel a seca), quando a taxa de fotossintese
liquida (A) foi igual a zero em resposta a suspensao da irrigacdo, resultando em
menores danos celulares no clone tolerante em relacdo ao sensivel. Pinheiro et
al. (2004), em condicBes de déficit hidrico imposto lentamente, verificaram maior
inducédo dos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo no clone 109A
que no clone 120. No entanto, esses autores verificaram danos celulares em
menor extensdo no clone 120, sugerindo que um aumento NOS Processos
oxidativos deva ter ocorrido no clone 109A. Oliveira (2005), usando diferentes
concentracOes de Paraquat (PQ), observou que a atividade da SOD no clone 120
foi maxima nas concentracdes de 20 uM, enquanto no clone 109A tal atividade ja
tinha sido completamente suprimida. Além disso, Oliveira (2005) verificou menor
peroxidacdo de lipidios e menor porcentagem de necrose foliar no clone 120,
sugerindo que o aumento da atividade da SOD, como também da APX, pode ter
resultado em uma menor producéo de ERO’s nesse clone. Com efeito, DaMatta e
Ramalho (2006) propuseram que um sistema antioxidante mais eficiente pode
representar papel decisivo na tolerancia a seca e ao estresse oxidativo em café,
resultando em uma menor producédo de ERO’s, de modo a limitar a ocorréncia de
danos celulares. Ressalta-se, ainda, que a maior inclinacdo do angulo foliar
(DaMatta e Ramalho, 2006), de modo a reduzir a interceptacdo da radiacao
incidente, e a manutencdo adequada do status hidrico (mediante combinacao de
sistema radicular profundo e controle estomatico eficiente da transpiracao)
(Pinheiro et al., 2005), podem estar relacionadas a maior tolerancia & seca do

clone 120 em relacdo a do 109A.



3.0 - MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em uma lavoura de café (Coffea canephora
Pierre var. kouillou), composta por 34 clones, consorciada com seringueira
(Hevea brasiliensis cvs. RRIM 600 e FX 3864). O consorcio foi implantado em
1999, na Fazenda Experimental do Incaper, em Sooretama, ES, em solo do tipo
Latossolo Vermelho-Amarelo distrofico coeso. Os cafeeiros foram plantados no
espacamento de 2,5 x 1,0 m, em linhas no sentido leste-oeste. A seringueira foi
plantada em linhas duplas perpendiculares as fileiras do café, portanto no sentido
norte-sul, com o espacamento entre plantas de 2,5 m, porém com diferentes
espacamentos entre linhas duplas (20, 30 e 40 m), visando proporcionar
diferentes niveis (ou gradientes) de sombreamento ao cafeeiro. Portanto, a cada
20, 30 ou 40 m, todas as linhas de café séo interrompidas pelas fileiras duplas de
seringueira, que as “cortam” perpendicularmente. A lavoura foi mantida sem
irrigacdo e os tratos culturais gerais (capinas, podas, adubacdo etc.) foram
realizados segundo recomendacdes agrondmicas usuais para as culturas.

O experimento propriamente dito foi realizado com dois clones, sendo um
sensivel (109A) e outro tolerante (120) ao estresse oxidativo, utilizando-se de
plantas situadas em trés diferentes posicfes relativas as fileiras de seringueira
espacadas de 40 m (Figura 1). E importante ressaltar que, como o sol “caminha”
no sentido leste-oeste, perpendicularmente as fileiras de seringueira, que tém
atualmente 7,0 m de altura, a sombra sobre a lavoura também migra ao longo do
dia. Portanto, as posi¢des consideradas para avaliagdes foram: posi¢céo oeste (O):
plantas de café que recebiam sol pela manhd e sombra a tarde (localizadas na
extremidade esquerda (oeste) da fileira de café, proximas a linha de seringueira

da esquerda); posicdo mediana (M): plantas de café a pleno sol (localizadas no



meio da parcela de 40 m, distantes 20 m das fileiras de seringueira); posi¢ao leste
(L): plantas de café que recebiam sombra pela manha e sol a tarde (localizadas
na extremidade direita (leste) da fileira de café, proximas a linha de seringueira da
direita) (Figura 1).

Seringueiras

Fileiras de cafe

Figura 1. Representacdo da lavoura de café conilon consorciada com seringueira. A

seringueira foi plantada perpendicularmente as fileiras do café, no sentido norte-sul, e 0
café, no sentido leste-oeste. As posicdes de avaliacdes foram: oeste (O), meio (M) e leste
(L) da linha de café.

As avaliacbes e amostragens foram feitas em marco de 2006, em dias
parcialmente nublados. Nessa época, as temperaturas do ar minima e maxima
foram, respectivamente, 25°C e 33°C. Houve precipitacdo abundante nos dias
precedentes a época de avaliacdo. Todas as medi¢cbes e amostragens foram
realizadas em folhas do terceiro ou quarto par a partir do apice de ramos
plagiotrépicos do terco superior das plantas. Parte das avaliagdes/medi¢cGes foram
realizadas na propria lavoura, e parte nos Laboratérios de Fisiologia Vegetal do
Centro Regional de Desenvolvimento Rural Nordeste, do Incaper, em Linhares-
ES, ou do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa -
UFV, em Vicosa-MG. Nesse caso, amostras de material vegetal, congeladas em
nitrogénio liquido, foram transportadas até a UFV.

Avaliaram-se 0s seguintes parametros:



3.1 - Parametros agrometeorolégicos

Ao longo do periodo de avaliagdes das trocas gasosas, foram tomadas as
temperaturas da folha, por meio de um analisador de gés a infravermelho (IRGA)
portatil (LCpro+, ADC, Hoddesdon, Reino Unido), e do ar (bulbos seco e umido),
por meio de psicrémetros instalados no campo experimental, entre as plantas,
para se calcular o déficit de pressédo de vapor entre a folha e a atmosfera (de),

utilizando-se das formulas descritas em Landsberg (1986).

3.2 - Angulo foliar
Nos mesmos horéarios das avaliacbes das trocas gasosas, seis folhas por
planta, em cada tratamento, foram amostradas para a medicdo do angulo de

inclinacéo foliar em relacéo ao horizonte (= 0°), utilizando-se de um angulémetro.

3.3 - Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), a condutancia estomatica (gs)
e a razao entre as concentracdes interna e ambiente de CO, (Ci/C,) foram
medidas em sistema aberto, sob temperatura ambiente e luz artificial, com o IRGA
ja mencionado, conforme DaMatta et al. (1997). Baseados em avaliacOes
preliminares, os tecidos foliares foram expostos a irradiancia artificial
correspondente aquela naturalmente interceptada pela folha: cerca de 1500 pumol

1 ao meio-dia, e cerca de 500 ou 150 umol fétons m? s*,

fétons m? s
respectivamente, nas faces que recebiam radiacao solar direta ou radiacéo difusa
(sombra), as 8:00 e as 16:00 h.

Os parametros de fluorescéncia da clorofila a foram medidos, utilizando-se
de um fluorébmetro com amplitude de pulso modulado (FMS2, Hansatech, Norfolk,
Reino Unido). Apos serem adaptados ao escuro, por 30 min, os tecidos foliares
foram inicialmente expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante (1-2 umol
m?s™), para determinacéo da fluorescéncia inicial (Fo). Em seguida, um pulso de
luz saturante, com irradiancia de 6000 umol m?s™ e duracdo de 1 s, foi aplicado,
para estimar-se a fluorescéncia maxima emitida (Fp,). Nas amostras adaptadas ao
escuro, a eficiéncia maxima do PSIl foi estimada pela razdo entre as
fluorescéncias variavel e maxima, F, / F, = (Fm - Fo) / Fm. Subseqlientemente, as

folhas foram irradiadas com luz actinica durante 300 s, a irradiancia de 900 pumol
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m?s™, para obtencéo da fluorescéncia constante (Fs). Em seguida, outro pulso de
luz saturante foi aplicado, por 1 s, para obten¢éo da fluorescéncia maxima emitida
pelas amostras na presenca de luz (Fn’). O coeficiente de extingdo né&o-
fotoquimico foi calculado como NPQ = (F, / Fy') - 1. Detalhes adicionais podem
ser verificados em DaMatta et al. (2002) e Lima et al. (2002).

Tanto as trocas gasosas como 0s parametros de fluorescéncia foram
medidos em trés horarios do dia: 08:00, 12:00 e 16:00 h. Foram feitas, ainda,

medi¢Oes de F,/F, na antemanha.

3.4 - Potencial hidrico foliar
O potencial hidrico foliar foi determinado com uma bomba de pressao tipo
Scholander, nos mesmos horarios das avaliagbes das trocas gasosas e na

antemanha.

3.5 - Nitrogénio

Amostras foliares foram secas em estufa com circulagéo forcada de ar, a
70°C, até massa constante. Para a quantificacdo do nitrogénio organico, 100 mg
das amostras foliares secas foram colocados em tubos de digestdo contendo 1
mL de acido sulfarico 96%. Apds esta pré-digestdo, de aproximadamente 12
horas, as amostras permaneceram por 35 minutos no bloco digestor a
temperatura de 300°C. Ao atingirem temperatura ambiente, 1 mL de &agua
oxigenada 30 Vol. foi adicionado as amostras, que permaneceram por mais 30
minutos no bloco digestor, a temperatura de 200°C. Uma aliquota de 0,5 mL do
extrato sulfdrico foi adicionado a um tubo de ensaio contendo 19,5 mL de agua
destilada, 2,5 mL de tartarato de sédio 10% e 2,5 mL de reagente de Nessler.
Apés 20 minutos de repouso, as absorvancias das amostras foram lidas em
espectrofotometro, a 480 nm. Detalhes adicionais podem ser verificados em
Jackson (1958).

Para quantificacdo do nitrogénio nitrico, conforme Cataldo et al. (1975),
100 mg das amostras foliares foram colocados em tubos contendo 1 mL de alcool
etilico e 10 mL de agua destilada, permanecendo em banho-maria por 60
minutos, a 45°C. Apoés atingirem temperatura ambiente, foram adicionados as
amostras 250 mg de carvdo ativo. Em uma aliquota de 0,2 mL do filtrado

resultante foi adicionado, lentamente, 0,8 mL da solucdo de &cido salicilico 5%
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(preparado em acido sulfurico 95%). Posteriormente, foram adicionados 19 mL de
hidroxido de sédio 2N. As amostras permaneceram em repouso por 30 minutos e
suas absorvancias foram, entéo, lidas em espectrofotometro, a 410 nm.

A soma das duas fracdes (nitrogénio organico e nitrogénio nitrico)

representa o nitrogénio total.

3.6 - Pigmentos

Os teores de clorofilas a e b e de carotendides totais foram determinados
conforme Lichtenthaler (1987). Os pigmentos foram extraidos de discos foliares
congelados, utilizando-se de almofariz e pistilos pré-resfriados, com CaCOg3, areia
e 5 mL de acetona 80%. Para os célculos dos teores de clorofilas e carotendides
totais, absorvancias das aliquotas do homogenato filtrado foram lidas a 470, 446,8
e 663,2 nm.

3.7 - Perdxido de hidrogénio e danos celulares

A quantificac@o de perdxido de hidrogénio foi realizada conforme Lee e Lee
(2000). Discos foliares congelados foram macerados, utilizando-se de almofariz e
pistilo pré-resfriados, com polivinilpolipirrolidona (PVPP) 200% e 2,5 mL de
tampéo fosfato de sodio 100 mM (pH 6,8). O homogenato resultante foi
centrifugado a 18000 g, por 20 minutos, a 4°C. Uma aliquota de 350 uL do
sobrenadante foi coletada e adicionada a 2,650 pL da solucdo de reagente P (o-
dianisidina 0,005 %, peroxidase 40 ug/mL, tampéo fosfato-Na 100 mM (pH 6,8).
As amostras foram incubadas a 30°C, por 10 minutos. Apds o0 aquecimento a
reacdo foi paralisada com 500 pL de &cido perclorico 1 N, seguindo-se de
centrifugacéo a 5000 g por 5 minutos. A absorvancia do sobrenadante foi lida a
436 nm.

Danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, foram
avaliados por meio do extravasamento de eletrdlitos (Lima et al.,, 2002) e
peroxidacao de lipidios, via acumulo de aldeido malénico (MDA) (Cakmak e Horst,
1991).

Discos foliares foram completamente lavados e transferidos para frascos
contendo 10 mL de agua desionizada, por 6 horas, a temperatura ambiente. O

extravasamento de eletrélitos foi estimado utilizando-se de um condutivimetro
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(Biosystems LTDA, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) e expresso como
porcentagem da condutividade total, que foi obtida apdés os frascos terem
permanecido por 2 horas em estufa, a 90° C.

Para a quantificacdo do acumulo de MDA, discos foliares foram macerados
em 3,0 mL de acido tricloroacético (TCA) 0,1%, a 4°C, utilizando-se de almofariz e
pistilo pré-resfriados. O homogenato resultante foi centrifugado a 13000 g, por 2
minutos, a 4°C. Uma aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi coletada e
adicionada a 1,5 mL da solucdo de &cido tiobarbittrico 0,5% (preparada em TCA
20%). As amostras e o branco foram incubados a 90°C, por 20 minutos. Apés o
aguecimento, a reacdo foi paralisada em banho de gelo, seguindo-se de
centrifugacéo a 10000 g, por 5 minutos. A absorvancia do sobrenadante foi lida a
532 nm, descontando-se a absorvancia inespecifica a 600 nm. A concentracdo de
MDA foi calculada, utilizando-se do coeficiente de absortividade do MDA (155

mM™* cm™).

3.8 - Ensaios enzimaticos

Em amostras foliares, coletadas por volta do meio-dia, foram determinadas
as atividades de enzimas do metabolismo antioxidativo, dismutase do superoxido
(SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e redutase da glutationa
(GR). As enzimas foram extraidas dos discos foliares congelados, utilizando-se de
almofariz pré-resfriado, com PVPP 200% e 2 mL do meio de extracdo especifico
para cada enzima, como se segue: SOD [tampao fosfato de potassio 100 mM (pH
7,8), EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM e Triton X-100 0,1%];
CAT [tampé&o fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 2 mM, ascorbato 20 mM,
Triton X-100 0,1%]; APX [tampdo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), EDTA 2
mM, ascorbato 20 mM, Triton X-100 0,1%]; GR [tampdao fosfato de potassio 50
mM (pH 7,5), EDTA 2 mM, DTT 1 mM, B-mercaptoetanol 10 mM, isoascorbato 10
mM, Triton X-100 0,1%]. O homogenato resultante foi centrifugado a 15000 g, por
15 minutos, a 4°C.

A atividade total da SOD foi determinada de acordo com o método
espectrofotométrico, descrito por Giannopolitis e Ries (1977), em que a atividade
da SOD é dada pela capacidade da enzima em inibir a reducédo fotoquimica do

azul de nitrotetrazolio (NBT), sob luz. Para os ensaios de atividade, uma aliquota
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do extrato enzimatico (5 uL) foi aplicada a 3 mL (volume final) de meio de reacao
contendo tampao fosfato de potassio 52,5 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 uM, NBT 75
uM, metionina (pH 7,8) 13 mM, riboflavina 2 uM e Triton X-100 0,1%. O ensaio da
atividade foi iniciado pela exposi¢cao dos tubos contendo as referidas misturas a
uma camara contendo luz fluorescente, por 10 minutos. A reacédo foi paralisada
desligando-se a luz, sendo a producdo fotoquimica de azul de formazana
determinada em espectrofotdmetro a 560 nm. Uma mistura de reacdo mantida no
escuro foi utilizada como branco. A atividade da SOD foi expressa em unidades
(U) por grama de massa seca. Cada U corresponde a quantidade de enzima
capaz de inibir a reducéo do NBT em 50%.

A atividade total da CAT foi determinada pelo consumo de H,0O,, de acordo
com Havir e McHale (1989), com algumas modifica¢cdes. O ensaio enzimatico foi
realizado em espectrofotdmetro, apos a adicdo de 15 uL de extrato enzimético a
985 uL de meio de reagdo contendo tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e
H,O, 12,5 mM. A atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo na
absorvancia a 240 nm, durante 1 minuto, a 30°C. Para os calculos da atividade,
utilizou-se do coeficiente de extingdo molar de H,O0, (39,4 mM™* cm™),
considerando-se que, nas condigbes de ensaio, 1 U de CAT corresponde a
quantidade da enzima capaz de oxidar 1 umol H,O, por minuto.

A atividade total da APX foi determinada de acordo com Nakano e Asada
(1981), com algumas modificagbes. O ensaio enzimatico foi realizado em
espectrofotdmetro, apos a adicdo de 15 uL de extrato enzimatico a 985 uL de
meio de reacdo contendo tampéao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), H,O, 0,1
mM e ascorbato 0,5 mM. A atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo
na absorvancia a 290 nm, durante 1 minuto, a 25°C. Para os calculos da
atividade, utilizou-se do coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM™ cm’
1y, considerando-se que 1 U de APX corresponde & quantidade da enzima capaz
de oxidar 1 umol de ascorbato por minuto.

A atividade total da GR foi determinada de acordo com Pinheiro et al.
(2004). O ensaio enzimatico foi realizado em espectrofotometro, apds a adicdo de
15 uL de extrato enzimatico a 985 uL de meio de reacdo contendo tampao fosfato
de potassio 50 mM (pH 7,5), glutationa oxidada 10 mM, MgCl, 3 mM e NADPH
0,15 mM. A atividade da enzima foi determinada pelo decréscimo na absorvancia
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a 340 nm, durante 3 minutos. Para os calculos da atividade, utilizou-se do
coeficiente de extincdo molar do NADPH (6,22 mM™ cm™), considerando-se que 1
U de GR corresponde a quantidade da enzima capaz de oxidar 1 umol de NADPH

por minuto.

3.9 - Estatistica

O experimento foi instalado e analisado sob o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 3 (dois clones e trés posi¢cdes em relacdo a
fileira de plantas de seringueira), com seis repeticbes. Cada unidade experimental
foi composta por uma planta de café. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia, e as médias foram comparadas entre si pelo teste de
Newman-Keuls, a 5% de probabilidade, utilizando-se do Sistema de Andlises
Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV), versdo 8.0. Correlacbes entre
diferentes variaveis fisiologicas foram testadas pelo teste t, a 5% de
probabilidade, utilizando-se do “software” STATISTICA, versdo 7.0. A relacdo
entre gs e de foi ajustada ao modelo exponencial (Y = a*e™) utilizando-se do

programa grafico estatistico SigmaPlot, versao 9.01.
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4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente dos tratamentos, as plantas de ambos os clones, 109A
e 120, apresentaram hidratacdo adequada, a julgar-se pelos valores elevados de
potencial hidrico de antemanha (¥.m), que foram sempre superiores a -0,02 MPa
(dados ndo mostrados). Com o aumento do Se e da temperatura foliar (Ts) (Figura
2), as 12:00 h, as plantas apresentaram déficit hidrico relativamente moderado
para Coffea, com potencial hidrico (¥.) em torno de -1,5 MPa (Figura 2). As 16:00
h, de e T; diminuiram em relacdo aos seus respectivos valores obtidos as 12:00 h
e, em paralelo, ¥, tendeu a aumentar. Cumpre ressaltar que as plantas
sombreadas, as 16:00 h, apresentaram uma tendéncia de maiores valores de ¥,
em relacdo aos das plantas a pleno sol (Figura 2). Estes resultados parecem
ilustrar que a arborizacdo do cafeeiro pode ser viavel, especialmente em regides
sujeitas a alta demanda evaporativa da atmosfera ou a secas prolongadas
(DaMatta e Rena, 2002), na medida em que diminui as perdas de agua pela
transpiracdo excessiva, o que concorre para melhorar a economia hidrica da
planta. Ressalte-se, ainda, que, a exemplo do cafeeiro ardbico (Barros et al.,
1997; Fanjul et al., 1985; Tausend et al., 2000), o café conilon também responde
fortemente as variacdes da demanda evaporativa da atmosfera, via decréscimos
substanciais em gs, ha medida em que o ar se torna mais seco, conforme se
verifica na Figura 3, em que gs decresce curvilineramente com o aumento de de.
Com efeito, quando de foi maior que 2 kPa, gs foi muito baixa, de modo a limitar
grandemente a transpiracdo nos clones avaliados. Cumpre ressaltar que Pinheiro
et al. (2005), avaliando os clones 109A e 120, em casa de vegetacéo, observaram

maior sensibilidade estomatica do clone 120 a ée, enquanto no clone 109A gs ndo
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Figura 2: Curso diurno do déficit de presséo de vapor entre a folha e a atmosfera (de), da
temperatura foliar (Ty) e do potencial hidrico (¥,) em dois clones de Coffea canephora,
109A e 120, em diferentes posicdes em relacdo aos renques de seringueira: plantas
localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de café (colunas brancas); plantas
de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira (colunas cinzas); e plantas
localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café (colunas negras). Letras
mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre posi¢des dentro de cada clone
e horéario de avaliagdo; letras minusculas indicam diferencas significativas entre clones
dentro de cada posicéo e horario (P < 0,05; teste de Newman-Keuls). As barras indicam o
erro-padrdo da média (n = 6).

respondeu as variagbes em de. Possivelmente, plantas no campo, onde a
condutancia da camada limitrofe € bem maior que em casa de vegetacao, tendam
a ter maior sensibilidade estomatica a demanda evaporativa da atmosfera, de

modo a controlar mais eficientemente a transpiracdo. Além disso, o clone 109A,
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com copa mais aberta que a do clone 120, deve ter uma condutancia da camada
limitrofe presumivelmente maior que a do 120; assim, para um dado valor de gs, a
transpiragdo no primeiro seria maior. Essas evidéncias (indiretas, ressalte-se)
poderiam, pelo menos em parte, explicar as diferencas das respostas de gs a de

ao compararem-se 0s presentes resultados com os de Pinheiro et al. (2005).

300 -

250 A

200 A

—@-— Clone 109A
*+O-+Clone 120

150 A

g, (mmol m?s™)

100 A

50 A

3, (kPa)

Figura 3: Relacao entre condutancia estomatica (gs) e déficit de pressao de vapor entre a
folha e a atmosfera (6e) em dois clones de Coffea canephora, 109A e 120. Modelo: Y =
a*e™. Clone 109A; a = 1988,29; b = 2,49; R>=0,755. Clone 120; a = 488,91; b = 1,88; R?
=0,625.

As maiores taxas de A foram, de modo geral, baixas e similares aos
valores observados por Chaves (2005) e Dias (2006) para café arabica cultivado
em campo. Mesmo no periodo da manha, quando gs e a razdo Ci/C, foram
relativamente elevadas (Figura 4), A foi muito baixa. Além disso, em ambos 0s
clones, reducdes de gs, ao longo do dia, ndo foram acompanhadas de reducfes
proporcionais em Cij/C,, podendo ser um indicativo de que limitagbes n&o-
estomaticas tenham sido preponderantes na reducdo de A (DaMatta, 2003).
Neste trabalho, na maioria das vezes, nao foram verificadas diferencas
significativas em A, entre plantas cultivadas proximas a linha de seringueira (sob
algum grau de sombreamento) e a pleno sol, bem como entre os clones avaliados

(Figura 4). Porém, ressalte-se que os dias de avaliagbes estavam parcialmente
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Figura 4: Curso diurno da condutancia estoméatica (gs), da taxa de assimilacéo liquida de
carbono (A) e da razdo entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,) em dois
clones de Coffea canephora, 109A e 120, em diferentes posicbes em relacdo aos
renques de seringueira: plantas localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de
café (colunas brancas); plantas de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira
(colunas cinzas); e plantas localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café
(colunas negras). Estatistica conforme Figura 2.

nublados, fato que pode ter reduzido potenciais diferencas entre os tratamentos,
uma vez que, nem sempre, as plantas localizadas no meio da linha de café
encontravam-se a pleno sol, nos horarios avaliados, como era de se esperar.
Registre-se que as taxas de fotossintese foram negativas as 16:00 h apenas

nessas plantas, nos dois clones. Isto ndo pode ser atribuido a diferencas em gs e

19



em T;, nem a fotoinibicdo da fotossintese (avaliada pela razdo F./Fn, — ver a
frente) e tampouco a diferencas em ¥, haja vista que esses parametros pouco
ou nada variaram entre as plantas nas trés posi¢coes avaliadas.

A reducdo da absorcdo da energia radiante, via decréscimos na
concentragdo de clorofilas, bem como aumento do angulo de inclinagao foliar,
podem ter impactos profundos na fotoprotecédo das plantas (Bjérkman e Demmig-
Adams, 1995) quando expostas a altas irradiancias. Porém, a concentracdo de
clorofilas totais, a concentracdo de carotenodides e a razdo clorofilas/N foram
semelhantes entre plantas do clone 120, independentemente do grau de
exposicao a radiacdo solar (Figura 5). As plantas do clone 109A, localizadas a
oeste da linha, apresentaram incrementos significativos na concentracao de
clorofilas e carotendides, em relacdo as plantas do meio e leste da linha de café
(Figura 5). Para aquelas plantas, sombreadas as 16:00 h, o incremento na
concentracdo de clorofilas pode representar incrementos na absortancia foliar,
aumentando, dessa forma, a quantidade total de energia efetivamente absorvida
pelos fotossistemas. Porém, o incremento observado na concentracdo de
carotenoides dessas mesmas plantas ndo deve ter propiciado aumento na
capacidade de dissipacdo do excesso de energia de excitacdo, uma vez que
foram observados incrementos na atividade da SOD em paralelo a maior
producdo de MDA em tais plantas (ver a frente). O incremento na concentracao
de clorofilas observado nas plantas do clone 109A na posi¢cdo oeste foi
acompanhado por incrementos na razéo clorofilas/N, sugerindo que essas plantas
investem maiores proporcdes de N para a producao de pigmentos fotossintéticos.
Este dado, per se, sugere maior plasticidade as variagdes da irradiancia no clone
109A em relagdo ao 120. Entretanto, em ambos os clones, nao foram observadas
diferengas significativas na razdo clorofila a/ clorofila b em resposta ao grau de
exposicao a radiacdo solar (Figura 5). Aléem disso, esperava-se um decréscimo
relativo na razdo clorofilas/carotendides em plantas expostas a maiores
irradiancias, de modo a permitir-lhes um aumento na capacidade de dissipagao da
energia de excitagdo, principalmente via operacdo do ciclo das xantofilas
(Lambers et al., 1998). Como um todo, ainda que tenha havido variacdo na razao
clorofilas/N (apenas no clone 109A na posicdo oeste), a constancia da razao
clorofila a/ clorofla b como também da raz&do clorofilas/carotendides,
independentemente dos tratamentos, evidencia baixa plasticidade dos clones de
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café conilon em resposta as variacdes de irradiancia, como foi também sugerido
para café ardbica em condi¢cdes de campo (Araujo, 2006; Chaves, 2005; Dias,
2006).
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Figura 5: Concentracdo de clorofilas totais (Cl) e carotendides (Car), razédo clorofila a/
clorofila b (Cla/Clb), razdo clorofilas totais/carotendides (Cl/Car) e razdo clorofilas
totais/nitrogénio total (CI/N) em dois clones de Coffea canephora, 109A (colunas brancas)
e 120 (colunas cinzas), em diferentes posicdes em relacdo aos renques de seringueira:
plantas localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de café (O); plantas de
café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira (M); e plantas localizadas na
extremidade direita (leste) da fileira de café (L). Letras mailsculas distintas indicam
diferencas significativas entre posi¢cdes dentro de cada clone; letras minusculas indicam
diferencas significativas entre clones dentro de cada posicdo (P < 0,05; teste de
Newman-Keuls). As barras indicam o erro-padrdo da média (n = 6).
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A concentracao foliar de N, independentemente do clone e da posi¢ao de
avaliacdo, foi sempre superior a 30 g kg MS (dados ndo mostrados), valor
indicativo de que as plantas ndo sofreram de deficiéncia de nitrogénio (Malavolta
et al., 1993). Registre-se que cafeeiros deficientes em N podem apresentar
fotodanos em maior extensao, isso porque o N esta intimamente associado a
aumentos na dissipacao térmica (maior conteudo de xantofilas e carotenos),
aumentos na expressdo do sistema antioxidativo de defesa e a alteracdo na
estrutura membranar, atenuando a ocorréncia de danos celulares, conforme
observado em cafeeiros adequadamente supridos com N, mas ndo nos
deficientes (Ramalho et al., 2000).

Ambos os clones apresentaram variagcdes na inclinagéo foliar ao longo do
dia, cujos angulos tenderam a ser maximos as 12:00 h (Figura 6). Estes
resultados diferem dos observados por Chaves (2005) e Dias (2006), que nao
verificaram variacbes diurnas do angulo foliar em plantas de café arabica
cultivadas em condi¢cBes de campo. Porém, aqueles autores observaram maiores
angulos de inclinacdo das folhas em plantas expostas a maiores irradiancias que
em plantas sob algum grau de sombreamento. Saliente-se que menor
interceptacdo da radiacdo solar, na medida em que o angulo foliar aumenta, s6
ocorre nas horas em que a elevacdo solar é maior. Com efeito, nas plantas
localizadas na posi¢éo oeste da linha de café, que recebiam irradiancia direta as
8:00 h (porém obliguamente), os menores angulos de inclinacdo foliar (Figura 6)
devem concorrer para reduzir a interceptacdo da radiacédo solar. Em todo o caso,
o aumento da inclinacdo foliar, especialmente ao meio-dia, deve resultar em
reducdo na interceptacdo do excesso de luz por unidade de area, concorrendo
também para reduzir o sobreaquecimento da folha (Falster e Westoby, 2003;
Jiang et al., 2006).

Em café, folhas sob déficit hidrico (com murcha aparente) e, pois, com
baixo Y., usualmente exibem angulos de inclinagdo proximos a 90°. Portanto,
variacfes diurnas no angulo foliar poderiam ser decorrentes de variacdes em ¥y,
particularmente porque, as 12:00 h, quando as plantas tinham menor ¥, exibiram
maior angulo de inclinacao foliar (Figura 6). Ndo obstante, as 16:00 h, o aumento
de ¥, ndo foi acompanhado de variacdes significativas na inclinacdo foliar. Além

disso, ndo foi observada qualquer correlacdo entre angulo foliar e ¥,, em ambos
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os clones (Figura 7). Estes dados sugerem que, em plantas de café conilon,

variacdes diurnas no angulo podem ocorrer independentemente do status hidrico
foliar.
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Figura 6: Curso diario do angulo de inclinacao foliar em dois clones de Coffea canephora,
109A e 120, em diferentes posicdes em relagdo aos renques de seringueira: plantas
localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de café (colunas brancas); plantas
de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira (colunas cinzas); e plantas

localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café (colunas negras). Estatistica
conforme Figura 2.
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Figura 7: Relacdo entre &ngulo foliar e potencial hidrico (¥,) em dois clones de Coffea
canephora, 109A e 120, em diferentes posi¢cdes em relagdo aos renques de seringueira.

Apesar de A apresentar baixos valores e, em alguns casos, negativos

(Figura 4), a eficiéncia fotoquimica maxima do FSII (avaliada pela razéo F./Fn) na
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antemanhd, bem como ao longo do dia, manteve-se sempre acima de 0,82
(Figuras 8 e 9). Do mesmo modo, nenhuma diferenca em F, foi registrada entre
0os clones ou posi¢cbes avaliadas, tanto na antemanha@ (Figura 8) quanto no
decorrer do dia (Figura 9). Tomados em conjunto, estes dados indicam que nao
houve fotoinibicdo da fotossintese. Resultados semelhantes tém sido relatados
em café arabica, independentemente de as folhas desenvolverem-se em

ambientes a plena exposi¢ao solar ou & sombra (Chaves, 2005; Dias, 2006).
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Figura 8: Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F./F,) e fluorescéncia inicial
(Fo) na antemanh@ em dois clones de Coffea canephora, 109A (colunas brancas) e 120
(colunas cinzas), em diferentes posi¢cfes em relacdo aos renques de seringueira: plantas
localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de café (O); plantas de café a
pleno sol, no meio dos renques de seringueira (M); e plantas localizadas na extremidade
direita (leste) da fileira de café (L). Estatistica conforme Figura 5.

O aumento do coeficiente de extingdo nao-fotoquimico (NPQ), as 12:00 h,
independentemente de clones e posi¢cdes avaliados, bem como na posicao leste,
as 16:00 h (Figura 9), sugere que aumento na fracdo da radiacdo absorvida foi
dissipada como calor (Maxwell e Johnson, 2000) pelo complexo-antena associado
ao FSIll, protegendo-o de danos causados por altas irradiancias (Demmig-Adams
et al., 1996). Registre-se que, as 12:00 e as 16:00 h, as irradiancias incidentes
sobre as plantas foram, aproximadamente, de 1500 e 500 pmol (fétons) m? s,
respectivamente. Menores valores de NPQ foram observados em plantas situadas
na posicao leste, as 8:00 h, e na posicdo oeste, as 16:00h (Figura 9), uma vez
que estavam sob baixa irradiancia (~150 pumol fétons m? s™) e, desse modo,
pouca radiacdo absorvida foi dissipada termicamente. Ressalta-se, ainda, que os
valores de NPQ foram similares entre os clones 109A e 120, ao longo do periodo

de avaliacao (Figura 9).
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Figura 9: Curso diurno da eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F,/F.), da
fluorescéncia inicial (Fp) e do coeficiente de extincdo ndo fotoquimico (NPQ) em dois
clones de Coffea canephora, 109A e 120, em diferentes posicbes em relacdo aos
renques de seringueira: plantas localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de
café (colunas brancas); plantas de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira
(colunas cinzas); e plantas localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café
(colunas negras). Estatistica conforme Figura 2.

O excesso de energia luminosa nao utilizado para a fixagdo de CO,, no
ciclo de Calvin, deve ser dissipado, para evitar a formacao excessiva de ERO'’s,
gue levaria ao estresse oxidativo (Asada, 1999). Dessa forma, o aumento da
atividade das enzimas antioxidantes poderia traduzir-se em protecdo, nos clones
estudados, contra um possivel estresse oxidativo. Contudo, apenas em plantas do

clone 109A, situadas na posicdo oeste, verificou-se um incremento significativo na
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atividade da SOD, quando comparado com plantas de ambos os clones nas
posicdes mediana e leste da linha de café, e também na posi¢do oeste do clone
120. Este incremento foi acompanhado de aumentos correspondentes nas
atividades da CAT, APX e GR (Figura 10), enzimas envolvidas no metabolismo do
peréxido de hidrogénio (H.0;). Sugere-se que a atuacdo dessas enzimas foi
eficiente na remocéo do H,O, produzido pela atividade da SOD, uma vez que nao
foram observadas variacdes na concentracdo de H,O,, independentemente dos
tratamentos aplicados (Figura 11). Nas posicdes meio e leste, em ambos os
clones, e oeste, no clone 120, observaram-se menores atividades da SOD,
quando comparadas com as atividades medidas em folhas da posicdo oeste do
clone 109A, porém, nem sempre acompanhada por menores atividades da CAT,
APX e GR (Figura 10).
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Figura 10: Atividade da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do
ascorbato (APX) e redutase da glutationa (GR) em dois clones de Coffea canephora,
109A (colunas brancas) e 120 (colunas cinzas), em diferentes posi¢coes em relacdo aos
renques de seringueira: plantas localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de
café (0); plantas de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira (M); e plantas
localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café (L). Estatistica conforme
Figura 5.
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Sob déficit hidrico, Lima et al. (2002) observaram maior atividade das
enzimas SOD, CAT e APX em plantas do clone 120 que no clone 109A.
Resultados semelhantes foram observados por Oliveira (2005), especialmente
com relacdo a SOD e a APX, em plantas do clone 120 sob estresse oxidativo
mediado por Paraquat. Em ambos 0s casos, o aumento da atividade daquelas
enzimas resultou em menores danos celulares no clone 120, relativamente
tolerante ao estresse oxidativo. Por outro lado, sob condi¢des de seca, Pinheiro et
al. (2004) observaram incrementos nas atividades da SOD, APX e CAT no clone
109A, e apenas na SOD no clone 120. Contudo, o incremento observado nas
atividades das enzimas antioxidantes néo foi completamente capaz de prevenir a
peroxidacdo de lipidios no clone 109A, ao passo que no clone 120 aqueles
autores nao observaram aumento na peroxidacdo de lipidios. Como um todo,
esses resultados sugerem que o clone 109A é, de fato, mais susceptivel ao

estresse oxidativo que o clone 120. Neste trabalho, as atividades das enzimas
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Figura 11: Concentracdo de aldeido malénico (MDA), extravasamento de eletrdlitos e
peréxido de hidrogénio (H,O,;) em dois clones de Coffea canephora, 109A (colunas
brancas) e 120 (colunas cinzas), em diferentes posicbes em relagdo aos renques de
seringueira: plantas localizadas na extremidade esquerda (oeste) da fileira de café (O);
plantas de café a pleno sol, no meio dos renques de seringueira (M); e plantas
localizadas na extremidade direita (leste) da fileira de café (L). Estatistica conforme
Figura 5.
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SOD, APX, CAT e GR foram similares em ambos 0s clones, porém com uma
tendéncia geral de maiores atividades no clone 109A (Figura 10), podendo indicar
um aumento nos processos oxidativos sofrido por plantas desse clone. Todavia, a
peroxidacao de lipidios, estimada pela producdo de MDA, o extravasamento de
eletrdlitos e a concentracdo de H,O, foram, em geral, semelhantes entre os clones
e as posicdes avaliadas (Figura 11). Ressalte-se, porém, que as plantas do clone
109A, localizadas na posi¢cédo oeste, apresentaram maior producédo de MDA em
relagdo a das plantas localizadas no meio e leste da linha de café, de ambos os
clones, e oeste do clone 120. Isso poderia estar associado ao incremento da
concentracdo de clorofilas daquelas plantas, o que pode ter levado a um aumento
na quantidade total de energia absorvida pelos fotossistemas, mesmo estando
sombreadas as 16:00 h. Dessa forma, 0 excesso de energia absorvido pode ter
sido utilizado para a formacdo de ERO’s, culminando em maior producdo de
MDA.

Tomando-se os dados de peroxidacdo de lipidios, o extravasamento de
eletrélitos, a concentracao de H,O, e os de fluorescéncia da clorofila a (Figuras 8
e 9) em conjunto, sugere-se que os clones analisados tiveram mecanismos
eficientes para promover uma protecdo satisfatoria contra o estresse oxidativo.
Resta demonstrar se esse comportamento também seria verificado em periodos
de veranicos, quando a intensidade de radiacdo solar é usualmente maior e a

capacidade de sua utilizacdo, menor.
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5.0 —- CONCLUSOES

O café conilon, a exemplo do café ardbica, exibe baixas taxas
fotossintéticas e uma forte sensibilidade estomatica a demanda evaporativa da
atmosfera. Apesar disso, os clones estudados ndo apresentaram diferencas no
que respeita a danos celulares, independentemente da extensdo da radiacao
solar interceptada. Isso sugere que esses clones devem dissipar,
satisfatoriamente, por mecanismos fotoquimicos ou nao-fotoquimicos, o excesso
de energia absorvida. Aléem disso, a alteracdo do angulo de inclinagcéo foliar,
independentemente de variacdes do status hidrico, pode assumir papel de
destaque na fotoprotecdo das plantas. Cumpre ressaltar, no entanto, que as
avaliacdes foram conduzidas em dias parcialmente nublados e, possivelmente,
sob condi¢cdes de seca ou em periodos com alta luminosidade, as respostas dos
clones avaliados poderiam ser diferentes das presentemente relatadas. Por fim, o
sombreamento, na medida em que pode contribuir para um status hidrico mais
favoravel, pode ser uma alternativa promissora para reduzir a quantidade de agua
usada na irrigacao, ou para aumentar a eficiéncia do uso da agua em lavouras de

café conilon.
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