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RESUMO

PRAXEDES, Sidney Carlos, M. S., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2003, Efeito do déficit hidrico no metabolismo fotossintético de clones de
Coffea canephora cv. Conilon com tolerancia diferencial a seca. Orientador:
Marcelo Ehlers Loureiro. Conselheiros: Fabio Murilo DaMatta e Elisabeth
Pacheco Batista Fontes.

Os efeitos do déficit hidrico no metabolismo dos carboidratos, foram investigados
em quatro clones de Coffea canephora Pierre cv. Conilon, com tolerancia diferencial
a seca. Quando o potencial hidrico foliar na antemanha (¥,,) decresceu para valores
em torno de -2 e -3 MPa, estresse hidrico moderado e severo, respectivamente,
houve reducido na fotossintese liquida, provocada principalmente pelo fechamento
dos estbmatos, visto que, ndo houve fotoinibicdo nem alteracdo nos teores de
clorofilas a € b. Sob estresse hidrico severo houve aumento na concentracao foliar
de sacarose nos clones tolerantes a seca (120 e 14). Porém, com excec¢&o do clone
120, todos apresentaram reducdo na atividade da sintase da sacarose-fosfato, que
ficou mais bem evidenciada no ensaio seletivo, principalmente sob estresse hidrico
severo. O clone 120 foi o unico também em que foi verificado estimulo da fosfatase
da frutose-1,6-bisfosfato, sob estresse hidrico. Uma tendéncia geral de estimulo na
atividade da invertase acida foi verificada, principalmente sob estresse hidrico
severo, sendo que somente no clone 14, nesse nivel de estresse houve aumento na
atividade da invertase alcalina. Entretanto, ndo se verificaram grandes alteragdes
nos niveis de hexoses. A sintase da sacarose nao teve sua atividade alterada. Tanto
sob estresse hidrico moderado quanto severo, verificou-se redugao no conteudo de
amido, em todos os clones. No entanto, apenas nos clones 14 e 46, houve reducéao
na atividade da pirofosforilase da ADP-glicose. Os clones 120 e 109A também
apresentaram uma tendéncia de aumento na concentracdo de aminoacidos, que
ficou mais bem evidenciada sob estresse hidrico severo. A atividade da cinase da
frutose-6-fosfato, ndo foi alterada em resposta ao déficit hidrico, sugerindo que nao

houve alteragdo no fluxo glicolitico. Apesar da complexidade apresentada com



relagao a atividade das enzimas de metabolismo dos carboidratos, esses resultados
permitem sugerir que os clones mais tolerantes acumulam mais agucares soluveis

sob estresse hidrico, indicando maior eficiéncia fotossintética.
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ABSTRACT

PRAXEDES, Sidney Carlos, M. S., Universidade Federal de Vigosa, December 2003,
Effect of water déficit in the photosynthetic metabolism of Coffea
canephora cv. Conilon clones with differential drought tolerance. Adviser:
Marcelo Ehlers Loureiro. Committee Members: Fabio Murilo DaMatta and
Elisabeth Pacheco Batista Fontes.

The effects of water deficit on carbohydrate metabolism were investigated in four
clones of Coffea canephora Pierre cv. Conilon, with differential drought tolerance.
When the leaf predawn water potential (V) decreased for values around -2 and -3
MPa, moderate and severe water stress, respectively, there was reduction in the net
photosynthesis, provoked mainly by the closing of the stomata, because, there
probably were not photoinhibition nor alteration in the levels of chlorophylls a and b.
Under severe water stress there was increase in the leaf concentration of sucrose in
the drought tolerant clones (120 and 14). However, except for the clone 120, all
presented reduction in the activity of the sucrose-phosphate sintase, that was better
evidenced in the selective assay, under severe water stress. The clone 120 was also
the only in that increase in the activity of fructose-1,6-bisphosphate phosphatase was
verified under water stress. A general tendency of increase in the activity of acid
invertase was verified, mainly under severe water stress, and only in the clone 14, in
that stress level, there was increase in the activity of the alkaline invertase. However,
great alterations were not verified in the hexoses levels. There was not alteration in
the activity of sucrose sintase. Under moderate and severe water stress, reduction
was verified in the levels of starch, in all the clones. However, only in the clones 14
and 46, there was reduction in the activity of the ADP-glucose pirophosphorilase. The
clones 120 and 109A also presented a tendency to increase the concentration of
amino acids, that was better evidenced under severe water stress. The activity of

fructose-6-phosphate kinase was not altered in response to water déficit, suggesting
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that there was not alteration in the glicolitic path. In spite of the complexity presented
with relationship the activity of the enzymes of carbohydrate metabolism, those
results allow us to suggest that the most tolerant clones accumulate more soluble

sugars under water stress, indicating better photosynthetic efficiency.
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INTRODUGAO

A reducao na produtividade provocada pela seca pode ser devido a um
declinio na capacidade fotossintética, tanto pelo efeito direto da desidratagdo no
aparato fotossintético, quanto por um efeito indireto associado ao fechamento
estomatico (Chaves, 1991; Lawlor e Cornic, 2002). Na medida em que o déficit se
torna mais severo, ocorrem varias alteragdes, que incluem o aumento na resisténcia
mesofilica a difusao de CO,, alteracdes nas reacdes fotoquimicas e na atividade das
enzimas da fase bioquimica da fotossintese, bem como das enzimas do
metabolismo dos carboidratos e do nitrogénio (Foyer et al., 1994; Boyer, 1995;
Kanechi et al., 1996; Palleschi et al. 1997). DaMatta et al. (1997a) observaram, em
C. arabica cv. Catuai Vermelho, que a reducao na fotossintese nas fases iniciais da
seca € governada, principalmente, por fatores nao-estomaticos, enquanto em C.
canephora cv. Conilon fatores estomaticos estariam associados com a redugédo do
seu desempenho fotossintético. Contudo, sob déficit hidrico severo, limitagdes nao-
estomaticas foram as mais importantes no controle das taxas fotossintéticas em
ambos os cultivares. Em quatro gendétipos de C. arabica submetidos a déficit hidrico,
Almeida e Maestri (1997) também verificaram que houve inibicdo ndo-estomatica da
fotossintese.

O acumulo de acucares soluveis, induzido pela seca, tem sido relatado como
Lawlor e Cornic, 2002). A hexose € um potente inibidor da fotossintese, e seu nivel
elevado nas folhas ou seu aparecimento transientemente, pode iniciar uma retro-
inibicdo de enzimas do ciclo de Calvin (Sheen, 1990). De todas as espécies que
Goldschmidt e Huber (1992) trabalharam, as que apresentaram maior inibicdo da
taxa fotossintética em condi¢cdes saturantes de CO, foram aquelas com alta
atividade da invertase acida nas folhas. Essa correlacdo levou os autores a
sugerirem que a inibicdo da fotossintese pode envolver a ciclagem de sacarose e
hexoses nas folhas, que resultaria em regulagdo negativa do ciclo de Calvin.
Todavia, o mecanismo de inibicdo da fotossintese pelo acumulo de agucares ainda
ndo esta bem estabelecido. O acumulo de carboidratos € muito variavel entre as

espécies, quando da inibicdo da fotossintese (Goldschmidt e Huber, 1992), e pode



ser regulado pelos niveis dos metabdlitos fotossintéticos, e ndo necessariamente
pela acdo dos produtos finais propriamente ditos (Geiger, 1987; Plaut et al., 1987,
Bagnall et al., 1988; Foyer, 1988).

As hexoses podem também sequestrar o fosfato inorganico (Pi) livre no
citossol, durante a refosforilagao, diminuindo assim o Pi dos cloroplastos (Foyer,
1988), resultando em outra causa da inibigao da fotossintese. Para Herold (1980) e
Herold et al. (1980), a reducdo na taxa de assimilagao fotossintética de carbono é
provocada por uma redug¢ao na reciclagem de Pi para os cloroplastos. O aumento
nas taxas de hidrélise da sacarose ligado a refosforilagcdo de hexoses livres para
glicose e frutose-fosfato resulta em um sequestro do fosfato citossolico. Esse mesmo
mecanismo foi considerado como responsavel pela inibicido da fotossintese em
discos foliares de soja e espinafre com deficiéncia de fésforo (Foyer, 1988), quando
a adicdo exogena de sacarose e glicose foi acompanhada pela redugao dos niveis
de Pi e aumento dos niveis de hexoses. Morcuende et al. (1997) também
encontraram evidéncias de que aquele mecanismo seja o responsavel pela inibigao
da fotossintese em folhas de trigo tratadas com sacarose ou glicerol.

Em discos foliares de espinafre submetidos a déficit hidrico, Quick et al.
(1989) observaram que a inibicdo da fotossintese foi acompanhada por um pequeno
aumento da razao triose-fosfato:ribulose-1,5-bisfosfato (RuBP), o que indica que a
regeneragao da RuBP foi afetada. Krapp et al. (1991) verificaram uma reducéo na
atividade da carboxilase-oxigenase da RuBP (Rubisco), fosfatase da frutose-1,6-
bisfosfato (FBPase) cloroplastidica e desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato,
quando forneceram glicose a folhas destacadas de espinafre. Adicionalmente, Krapp
et al. (1993) demonstraram que a adi¢cao de glicose a cultivos autotroficos de células
de Chenopodium levou a uma diminuigéo rapida e reversivel do nivel de transcritos
do gene responsavel pela subunidade pequena da Rubisco. Esses trabalhos nao
fornecem evidéncias de que a limitacdo de fosfato seja a responsavel pela retro-
inibicdo da fotossintese, mas sugerem que a inibigdo da fotossintese foi provocada
por alteracdo na atividade de enzimas do ciclo de Calvin. Em uma cultivar de café
arabica, Kanechi et al. (1996) verificaram que a inibicdo da fotossintese em plantas
submetidas a déficit hidrico rapido estava associada com a inibicao da atividade da

Rubisco.



De acordo com Lawlor e Cornic (2002), é muito improvavel, todavia que o
acumulo de assimilados resulte em uma retro-inibicdo da fotossintese em plantas
submetidas a déficit hidrico. Esse argumento € baseado em observagdes prévias de
que o conteudo de sacarose diminui rapidamente em folhas estressadas de girassol,
devido a reducgao da fotossintese e continuagcdo da respiragdo juntamente com a
sintese de aminoacidos (Lawlor e Fock, 1977).

A produgao de assimilados nas folhas, bem como a sua translocagéo para
regides em crescimento, € regulada pela particdo entre a biossintese de amido e
sacarose. Plantas C; sob deficiéncia hidrica acumulam menos amido (Munns e
Pearson, 1974; Ferrario-Méry et al., 1998) e mais sacarose (Quick et al., 1989, 1992)
que plantas em condi¢des hidricas normais, o que pode ser atribuido a uma sintese
reduzida de amido (Foyer, 1988; Quick et al., 1989), ou a sua degradacéo (Fox e
Geiger, 1986).

Geralmente é aceito que os pontos de controle da sintese de sacarose nas
folhas residiriam na sintase da sacarose-fosfato (SPS) e na FBPase citoplasmatica
(Taiz e Zeiger, 2002). A atividade da SPS é grandemente reduzida em plantas
submetidas a déficit hidrico (Lawlor e Cornic, 2002; Chaitanya et al., 2003), sendo
que, muitos trabalhos, apresentam evidéncias de que essa reducao esta associada
a diminuicdo da concentragédo subestomatica de CO; (Ci) (Quick et al., 1989; Vassey
et al., 1991; Li et al., 2001; Aoki et al., 2003; Widodo et al., 2003). No entanto, em
algumas espécies submetidas a déficit hidrico, sob concentracdo externa saturante
de CO,, verifica-se ativagao da SPS (Quick et al., 1989; Zrenner e Stitt, 1991; Basu
et al., 1999).

Uma vez que nado € observada grande variagdo no pool de sacarose ao longo
do dia (Quick et al., 1992), e que em folhas de varias espécies submetidas a déficit
hidrico ha acumulo de acgucares soluveis (Pelleschi et al., 1997; Shi et al., 2002),
pode-se sugerir que esse acumulo esteja relacionado a algum tipo de inibigdo da
exportagao de sacarose, presumivelmente como resultado da redu¢cdo da demanda
dos drenos (Quick et al., 1989; Pereira e Chaves, 1993). Com a redugdo do
conteudo relativo de agua, ocorre uma reducdo substancial, se nao total, na
expansao dos orgaos (Lawlor e Cornic, 2002), resultando em limitagdo no consumo

de carboidratos pelos drenos (Quick et al., 1989). Assim, o acumulo de carboidratos



pode sugerir que a fotossintese, de forma geral, € menos afetada que a demanda
total por assimilados (Lawlor e Cornic, 2002), indicando, mais uma vez, que 0O
acumulo de acucares soluveis nao resultaria em inibicdo da fotossintese. A
capacidade de exportacao das folhas provavelmente nao é afetada pela redugao no
conteudo de agua (Taiz e Zeiger, 2002), mas pode diminuir quando a sintese de
sacarose é muito limitada (Lawlor e Fock, 1977).

Tal acumulo de carboidratos também pode ser uma forma de a planta se
adaptar as condig¢des hidricas desfavoraveis do solo, por meio de osmoregulagéao
(Lawlor e Cornic, 2002), sendo que, nesse caso, o acumulo de agucares soluveis
geralmente &€ acompanhado por um aumento na atividade da invertase acida
(Pelleschi et al., 1997). Alguns cultivares de café realizam ajuste osmético, sob
déficit hidrico (DaMatta et al., 1993), o que concorda com o acumulo de agucares,
observado por DaMatta et al. (1997a). Entretanto, ndo esta claro se existe uma
relacdo entre a manutencéo das taxas de fotossintese e o ajuste osmatico, nessas
condicoes.

No Brasil, e especialmente no estado do Espirito Santo, o cultivo do café
Robusta (Coffea canephora Pierre) tem-se expandido para areas marginais, onde a
deficiéncia hidrica € o principal fator limitante a producgao. A solugao tradicional para
a escassez de agua na agricultura € a irrigacéo. Porém, a irrigacdo ndao pode ser
aplicada com facilidade em toda regido de cultivo do café, ficando mais restrita as
areas de topografia plana; além disso, os custos elevados restringem a sua
aplicacdo a pequenos produtores, os quais s&o responsaveis por grande parcela da
producdo nacional de café. Nos ultimos anos, foram langados alguns clones de
Robusta promissores, no que respeita a tolerancia a seca (Ferrdo et al., 2000).
Contudo, a nivel bioquimico, pouco se sabe sobre o0 mecanismo de tolerancia a seca
em café (Lima et al., 2002; DaMatta et al., 2002a, 2002b, 2003).

Estudos preliminares, de natureza empirica, feitos em Sooretama (ES),
mostraram que ha grande diversidade genética entre clones de café Robusta quanto
a tolerancia a seca (Ferrao et al., 2000). Nesses clones, foram observadas grandes
diferencas quanto ao crescimento da parte aérea, status hidrico foliar e perda de
folhas. Quatro clones selecionados a partir desses estudos mostraram respostas

diferenciais quanto aos mecanismos de tolerancia a seca, destacando-se clones que



mantém a condutancia estomatica (gs) mesmo sob potencial hidrico (W¥.) de
antemanha menor que -2,5 MPa. Nesses materiais, parece haver deficiéncia no
controle estomatico e, por essa razdo, a assimilacao liquida de carbono € mantida
as expensas de perda de agua. Isso sugere que, se os estbmatos permanecem com
alto grau de abertura, a maquinaria bioquimica é capaz de reduzir o CO2, mesmo a
baixo W,. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar mecanismos

bioquimicos de tolerancia a seca, associados ao metabolismo do carbono.



MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade Federal de Vigosa, Vigosa - MG
(20°45’S, 42°54’'W, 651 m de altitude), em casa de vegetagdo. Utilizaram-se
tambores de polipropileno com capacidade para 120 L, medindo 0,80 m de altura e
0,44 m de didametro, com uma planta por tambor. Foi colocada uma camada de,
aproximadamente, 40 mm de brita no fundo do tambor, sendo os espacos entre as
britas preenchidos com areia. O volume restante foi preenchido com uma mistura
constituida de trés partes de solo, uma parte de esterco de curral e uma de areia. A
adubacao foi feita de acordo com a analise de solo, segundo recomendagdes da
Comisséo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (1990), na ocasido do
plantio das mudas, que foram obtidas a partir de estacas enraizadas. As plantas
foram mantidas irrigadas e adubadas até a aplicacado dos tratamentos, no més de
fevereiro de 2002, quando completaram 12 meses de idade. A intensidade média de
fluxo de fétons fotossintético na casa de vegetagédo, na época de aplicagdo dos
tratamentos, foi de 900 pmol m? s, ao meio-dia.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, em
esquema fatorial 4x2 (quatro clones de Coffea canephora Pierre var. Conillon x dois
regimes hidricos), com cinco repeticdes. Cada tambor constituiu-se numa parcela
experimental. Os clones utilizados foram dois tolerantes (120 e 14) e dois
suscetiveis (109A e 46) a seca, enquanto os regimes hidricos utilizados foram
deficiéncia hidrica, imposta pela suspensao da irrigagdo, e controle continuamente
irrigado.

As plantas foram mantidas sem limitagbes hidricas durante todo o periodo
antes da imposigdo dos tratamentos. Apds a ultima irrigagdo, todos os tambores
tiveram a superficie do solo coberta com palha para minimizar a evaporagao
superficial. A irrigacao foi suspensa até que o ¥, na antemanha, das plantas
submetidas a deficiéncia hidrica, atingisse aproximadamente -2,0 e -3,0 MPa,
déficit hidrico considerado moderado e severo, respectivamente, baseado em
observacgbes anteriores. Nas plantas irrigadas o ¥, nao foi maior que -0,1 MPa.
Nestes niveis de déficit foram efetuadas medigbes de parametros fisioldgicos e

coleta de amostras foliares, na 3% ou 4° folha completamente expandida dos ramos



plagiotropicos. Evitou-se coletar amostras com a nervura central e as nervuras
laterais mais espessas.

Avaliaram-se os seguintes parametros:
a) Potencial hidrico da folha — determinado em folhas individuais com uma bomba
de pressao tipo Scholander, na antemanha.
b) Trocas gasosas — a taxa de assimilacéo liquida de CO, (A), gs e Ci, foram
estimadas com um analisador portatil de gases no infravermelho (LCA-4, ADC,
Hoddesdon, Reino Unido), em sistema aberto, sob luz saturante e concentragao
ambiente de CO,, por volta das 08:00 h, conforme descrito em DaMatta et al.
(1997Db).
c) Parametros de fluorescéncia — a fluorescéncia da clorofila a foi medida com um
fluorbmetro de pulso modulado (FMS2, Hansatech, King’s Lynn, Norfolk, Reino
Unido), usando luz actinica com intensidade de fluxo fotossintético de 900 umol m™
s™ por 480 s, e um pulso de 1 s de luz saturante de 6.000 umol m? s™. As medicdes
da razao entre a fluorescéncia maxima e variavel (F,/Fn) e fluorescéncia variavel e
maxima apos tratamento com luz actinica (F,'/Fy’) foram feitas apds adaptacao das
folhas a 30 min de escuridade. O coeficiente de extingdo fotoquimico (qgp),
coeficiente de extinsdo n&o fotoquimico de Stern-Volmer (NPQ) e o rendimento
quantico do transporte de elétrons do fotossistema Il (¢rsy) foram calculados
conforme descrito em Schreiber et al. (1995).
d) Agucares soluveis, pigmentos fotossintéticos e aminoacidos
d.1) Obtencao dos extratos etandlicos: discos foliares de 12 mm de didmetro
foram coletados por volta das 11:00 h. Os discos foram rapidamente
homogeneizados e dois armazenados, separadamente, para cada amostra,
contendo aproximadamente 20 mg de massa fresca em cada disco. Os discos
foram armazenados em microtubos de 1,5 mL, congelados em nitrogénio liquido
e mantidos a —80°C, até a obtencdo dos extratos etandlicos. Os discos foram
triturados dentro do microtubo de armazenamento, em 250 uL de etanol 80%,
agitados e incubados por 20 min, a 80°C. Apds, foram centrifugados a 16.000 g
em microcentrifuga, coletando-se o sobrenadante, que foi armazenado em outro
microtubo em gelo. Ao residuo adicionaram-se 150 uL de etanol 80%,

novamente agitou-se, incubou-se e centrifugou-se, como anteriormente. Ao novo
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residuo adicionaram-se 250 uL de etanol 50% e feito o mesmo procedimento
descrito anteriormente. Os sobrenadantes foram combinados e usados para a
determinacdo de agucares soluveis e pigmentos; o residuo armazenado foi
utilizado para determinacédo de amido.

d.2) Pigmentos fotossintéticos: clorofilas (a e b) foram determinadas em leitor de
ELISA (Tunable Microplate Reader, VERSAmax, Sunnyvale, EUA). Em uma
microplaca adicionaram-se 25 uL do extrato etandlico e 145 ulL de etanol 98%,
lendo-se a densidade optica (DO) a 645 e 665 nm. As seguintes férmulas foram
usadas para quantificagdo dos pigmentos em ug por célula da microplaca: clorofila a
= 5,48As65 — 2,16As45 € clorofila b = 9,67As45 — 3,04Ases.

d.3) Acgucares soluveis: foram determinados em reagdo enzimatica conduzida em
leitor de ELISA, conforme Trethewey et al. (1998). Utilizaram-se 270 uL de meio
contendo: 20 uL do extrato etandlico, 100 mol m™ imidazol (pH 6,9), 2 mol m™ NAD",
1 mol m2 ATP e 10° U mL" de desidrogenase da glicose 6-fosfato obtida de
Leuconostoc mesenteroides. A determinagdo dos acgucares consistiu na
quantificagdo do NAD" reduzido, a 340 nm, a partir da oxidagdo da glicose-6-fosfato.
Para determinagao de glicose foram adicionados ao meio 1,4 U mL™" de hexocinase.
Em seguida, para determinar-se a concentragao de frutose, 1,4 U mL" de isomerase
da glicose-6-fosfato foram adicionadas ao meio. Finalmente, para se quantificar a
sacarose, adicionaram-se 5 uL de uma solugdo saturada da invertase no meio
descrito neste item. Para cada acgucar, a concentragao foi calculada a partir da
diferenga entre DO final e inicial, utilizando-se o coeficiente de extingdo de 6,22 mol
m= cm™, sendo que se considerou a estequiometria da redugdo de 1 mol de NAD"
para cada mol de glicose e frutose, e de 2 moles de NAD" para cada mol de
sacarose.

d.4) Aminoacidos: Em microtubos de 1,5 mL, foram dispostos em duplicata: 50 uL
de tampéo citrato-NaOH 1 kmol m™ (pH 5,2) + &cido ascérbico 0,2% (p/v), 50 uL de
extrato etandlico e 100 uL de ninhidrina 1% (p/v) em etanol 70% (v/v). Os microtubos
foram mantidos a 95°C, por 20 min; em seguida, seu conteudo foi transferido para
microplaca e a DO lida a 570 nm, no leitor de ELISA. O calculo da concentragdo de
aminoacidos foi feito comparando-se os valores de DO com uma curva padrao de 0,

2, 5, 10, 20 e 50 nmol da solugdo equimolecular dos aminoacidos glicina, acido
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glutamico, fenilalanina e arginina, em etanol 70%.

e) Amido: O residuo foi suspenso em 1 mL 200 mol m™> KOH, homogeneizado e
incubado a 95°C, por 1 h. Em seguida, adicionaram-se 70 uL de 1 kmol m™ acido
acético, para neutralizagéo. A solugéao foi centrifugada por 10 min, a 16.000 g. Apos
extragdo, o amido foi hidrolizado em meio de reagdo com volume final de 150 uL,
utilizando-se 100 uL do extrato, 100 mol m™ tampéo citrato (pH 4,6) e 420 U mL™" de
amiloglicosidase. Posteriormente, quantificou-se a glicose formada, em reacgéo
idéntica a feita para determinacao de glicose do extratos etandlicos, usando-se 30
uL da solugéo obtida da reagao anterior, conforme descrito em Trethewey et al.
(1998).

f) Atividades enzimaticas — discos foliares foram coletados conforme descrito
anteriormente, porém utilizando-se 10 discos (aproximadamente 200 mg MF) por
repeticdo. Os discos foram armazenados em microtubos de 1,5 mL, os quais foram
posteriormente congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —-80°C, até a
obtencao dos extratos. O processo de coleta e congelamento foi feito rapidamente,
para evitarem-se danos oxidativos ao material vegetal. Os discos foram triturados
em microtubos de 1,5 mL, juntamente com 200 mg de PVPP e 500 uL de tampéao de
extracdo, baseado na metodologia utilizada por Geigenberger e Stitt (1993): 50 mol
m™ HEPES-KOH (pH 7,4), 5 mol m™ MgClz, 1 mol m™ EDTA, 1 mol m® EGTA, 10
mol m> B-mercaptoetanol, 2 mol m™ benzamidina, 2 mol m™ &cido-¢-amino-n-
capréico, 0,5 mol m™ PMSF, 0,1% (p/v) BSA, 10% (v/v) glicerol e 0,1% (v/v) Triton X-
100. Apds a homogeneizagao completa, as amostras foram centrifugadas por 15
min, a 15.000 g e, entdo, dessalinizadas em colunas Sephadex G-25. As colunas
foram pré-equilibradas com 15 mL do tamp&o de extragcdo. Para cada amostra,
foram aplicados 500 uL do sobrenadante na coluna, e eluiu-se com posterior adigéo
de 1 mL do tampédo de extracdo. Os extratos foram armazenados a —80°C, até a
realizagcdo dos ensaios enzimaticos. As reagdes enzimaticas ou a quantificacdo de
seus produtos, quando nao especificado, foram realizadas em leitor de ELISA,
tomando-se sempre a parte linear da reagdo para o calculo das atividades
enzimaticas.

f.1) Sintase da sacarose-fosfato (SPS; EC 2.4.1.14): a atividade foi determinada

de acordo com Doehlert e Huber (1983) em 70 uL de meio de reagao contendo: 50



mol m> MOPS-KOH (pH 7,4), 12 mol m™> MgCl,, 1 mol m™ DTT e 6 mol m™ UDP.
Para o ensaio ndo-seletivo (Vimzx), 34 mol m™ glicose-6-fosfato e 12 mol m™ frutose-
6-fosfato foram adicionados ao meio de reacdo. No ensaio seletivo (Vse),
adicionaram-se 6 mol m™ glicose-6-fosfato, 12 mol m™ frutose-6-fosfato e 5 mol m™
Pi. Para ambos os ensaios, utilizaram-se 50 uL de extrato dessalinizado. Os ensaios
foram realizados em duplicata, para cada repeti¢cao, a 25°C. Apds 20 min, a reagao
foi paralizada com 70 uL de 5 kmol m™ KOH. Em seguida, adicionou-se 1 mL de
antrona a 0,15% em 27 kmol m™ H,SO,, em cada microtubo. Os microtubos foram
entdo incubados por 20 min, a 40°C. Posteriormente, determinou-se a concentragéo
de sacarose, a 620 nm, comparando-se as leituras de densidade ética das amostras
com as de uma curva de calibragao (0 a 50 nmol) de sacarose.

f.2) Fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato (FBPase; EC 3.1.3.11): a atividade da
enzima foi medida de acordo com Sharkey et al. (1991), utilizando-se 30 uL de
extrato dessalinizado, em meio de reagdo contendo 300 uL de volume final,
composto de: 20 mol m™ HEPES-KOH (pH 7,0), 5 mol m™ MgCl,, 500 mmol m™
NAD*, 0,25 U mL" de isomerase da glicose-6-fosfato e 0,25 U mL" de
desidrogenase da glicose 6-fosfato (Leuconostoc mesenteroides; dependente de
NAD"). A reagao foi iniciada com 300 mol m™ frutose-1,6-bisfosfato.

f.3) Pirofosforilase da ADP-glicose (AGPase; EC 2.2.7.27): foram adicionados 150
uL do extrato dessalinisado ao meio de reagdo que continha 80 mol m~= HEPES-
KOH (pH 7,9), 2 mol m™ MgCl,, 10 mmol m™ glicose-1,6-bisfosfato, 10 mol m™ acido
3-fosfoglicérico, 5 mol m™> DTT, 0,2 mol m™> NAD*, 1 mol m™ ADP-glicose, 10 mol m™
NaF, 1 U mL" de mutase da glicose-1-fosfato, 2,5 U mL™ de desidrogenase da
glicose-6-fosfato (Leuconostoc mesenteroides; dependente de NAD®), conforme
Mller-Réber et al. (1992). Iniciou-se a reacdo com 1,5 mol m™ Na-PPi, em um
volume final de 300 pL.

f.4) Cinase da frutose-6-fosfato dependente de ATP (ATP-PFK; EC 2.1.7.11): foi
determinada como em Burrell et al. (1994), adicionando-se 70 uL do extrato
dessalinizado ao meio de reagéo contendo: 100 mol m™ Tris-HCI (pH 8,0), 5 mol m™
MgClz, 1 mol m> ATP, 0,1 mol m® NADH, 1 U mL™" aldolase, 10 U mL™ de
isomerase de triose-fosfato e 1,8 U mL™" de desidrogenase do glicerol-3-fosfato. A

reagao foi iniciada com 5 mol m™ de frutose-6-fosfato, em volume final de 300 pL.
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f.5) Invertase acida (EC 3.2.1.26): a atividade foi determinada conforme
Geigenberger e Stitt (1993), em 100 uL de meio de reagdo contendo 60 mol m™
tampao acetato (pH 4,7), 100 mol m™ sacarose e 60 L de extrato dessalinizado.
Apds 3 h, a 37°C, a reacéo foi neutralizada com 15 uL de tampao fosfato de sédio 1
kmol m> (pH 7,2), e interrompida por fervura durante 5 min. Determinou-se a
concentragéo de glicose, apos a reagao, conforme descrito no item d.3.

f.6) Invertase alcalina (EC 3.2.1.26): determinada como em Geigenberger e Stitt
(1993). A 100 uL de meio de reagao adicionaram-se: 80 uL do extrato dessalinizado,
100 mol m™ HEPES-KOH (pH 7,5) e 100 mol m™ sacarose. Apds 1 h, a 37°C, a
reacao foi interrompida por fervura durante 5 min. Em seguida, tomaram-se 10 uL da
solugédo do meio de reagao para determinagao de glicose, conforme descrito no item
d.3.

f.7) Sintase da sacarose (SuSy; EC 2.4.1.13): sua atividade foi medida de
acordo com Geigenberger e Stitt (1993). Em 100 uL de meio de reagao
adicionaram-se 70 uL do extrato dessalinizado, 20 mol m~> HEPES-KOH (pH 7,0),
100 mol m™ sacarose e 4 mol m™> UDP. A reacao foi conduzida por 1 h, a 25°C,
sendo interrompida por fervura, durante 3 min. A concentracdo de UDP-glicose
formada foi determinada em reagéo enzimatica, adicionando-se 80 uL do volume
da solugdo do meio de reacdo a um meio contendo: 200 mol m™ glicina (pH 8,9),
5 mol m™ MgCl,, 2 mol m® NAD" e 0,02 U mL" de desidrogenase da UDP-
glicose. Acompanhou-se a redugdo do NAD* a 340 nm, a qual é

estequiometricamente igual a de UDP-glicose oxidada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1) Status hidrico e trocas gasosas

As plantas dos clones 109A, 120, 46 e 14 somente alcangaram o estresse
hidrico moderado (WYw = -2MPa) aos 15, 18, 20 e 23 dias, apos a suspensao da
irrigacdo, enquanto o déficit hidrico severo (¥, = -3MPa) s6 foi observado apos
19,5, 24, 24 e 29 dias, respectivamente. Estes resultados diferem um pouco de
observagbes de campo (DaMatta et al, 2000) e de trabalhos anteriores,
realizados em casa de vegetagdo (Pinheiro et al., 2003b), em que o clone 120
retardou por mais tempo a perda de agua em relagdo aos clones sensiveis 109A
e 46. Tais diferencas poderiam, talvez, estar associadas a idade das plantas,
com sistema radicular e area foliar bem menos desenvolvidos que nos trabalhos
citados.

Independentemente do nivel de déficit hidrico imposto, tanto gs e A reduziram-
se fortemente em todos os clones avaliados. Conquanto as redugbes em gs
ocorreram em maior extensdo que as redugdes em A (Tabela 1), fato ainda
acompanhado por redugdo na razdo C/C, pode-se sugerir que a inibicao
fotossintética foi ocasionada principalmente devido ao fechamento dos estdmatos.
Estes resultados s&o consistentes com os apresentados por DaMatta et al. (1997a).
Entretanto, a medida que o estresse aumenta, pode ocorrer também uma inibicdo
nao-estomatica da fotossintese (Kanechi et al., 1996; DaMatta et al., 1997a; Almeida
e Maestri, 1997).
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Tabela 1: Redugdes percentuais da condutancia estomatica (gs; mmol m™ 3'1), taxa de assimilagéo
liquida de CO, (A; umol m* s'1) e razao entre a concentragéo interna e externa de CO, (C/C,) de
quatro clones de café Robusta submetidos a déficit hidrico moderado (Mod; ¥,, = -2MPa) ou severo
(Sev; ¥, = -3MPa), em relagdo aos valores das trocas gasosas obtidos nas plantas-controle
continuamente irrigadas. Asteriscos indicam diferenga significativa dos valores dos parametros em
relacdo aos das plantas-controle (teste t, P<0,05).

Reducgéo percentual

Clones
Parametros 14 120 46 109A
Mod Sev Mod Sev Mod Sev Mod Sev
Js 88,2* 79,5* 84,3* 87,6* 77,8* 92 4* 84,2* 88,0*
A 70,7* 67,2* 66,1* 63,2* 64,7* 69,6* 60,2* 74,1*
Ci/C, 19,6* 16,5* 4.4 19,3* 13,1* 34,6* 23,8* 22,8*

Nas plantas-controle, os valores médios de A, gs e C/C, foram respectivamente: (Clone 14: 7,5; 179
e 0,77 — Clone 120: 6,6; 186 e 0,75 — Clone 46: 9,4; 233 e 0,77 — Clone 109A: 8,4; 214 e 0,80).

Em um mesmo nivel de déficit hidrico, ndo houve diferenca significativa entre
as médias dos parametros avaliados, nos quatro clones (teste de Newman Keuls,
P<0,05).

2) Parametros de fluorescéncia da clorofila a e pigmentos fotossintéticos

Tanto sob estresse hidrico moderado quanto severo, ndo foram observadas
alteracbes na eficiéncia de captura de excitagdo pelos centros abertos do FSII
(estimada pela razao F,'/F’) (Tabela 2). Por outro lado, houve apenas decréscimos
marginais em gP; apenas pequenas alteracbes em NPQ e ¢rs; foram também
observadas, independentemente da magnitude do estresse imposto. Visto que tais
mudancgas nao foram acompanhadas de reducdes na eficiéncia fotoquimica maxima
do FSII (avaliada pela razédo F./Fy), presume-se que nao tenha havido fotoinibigao
da fotossintese. Em adigdo, também nao se observou alteragdo significativa nas
concentragdes de clorofilas a e b (Tabela 3). Concomitantemente, estes resultados
confirmam informagdes prévias (Almeida e Maestri, 1997; DaMatta et al., 1997a;
Lima et al., 2002) de que as reagdes fotoquimicas do café ndo sdo substancialmente

afetadas pelo déficit hidrico.
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Tabela 2. Percentual da razao entre a fluorescéncia variavel e maxima (F./Fr,), fluorescéncia variavel
e maxima, apds tratamento com luz actinica (F,/F’), coeficiente de extingdo fotoquimico (gqP),
coeficiente de extingdo nao fotoquimico de Stern-Volmer (NPQ) e eficiéncia quantica do transporte de
elétrons do fotossistema Il (¢rsy) de quatro clones de café Robusta submetidos a déficit hidrico
moderado (Mod; ¥, = -2MPa) ou severo (Sev; ¥,, = -3MPa), em relacao aos valores de fluorescéncia
da clorofila a, obtidos nas plantas-controle continuamente irrigadas. Detalhes das comparagdes
estatisticas na Tabela 1.

Percentual em relagéo ao controle

Clones
Parametros 14 120 46 109A

Mod Sev Mod Sev Mod Sev Mod Sev
Fu/Fm 101,5 102,5* 103,3 104 ,4* 103,1 103,1 101,2 102,9*
FJIF. 104,0 110,3* 95,5 103,2 109,0 116,5* 103,5 104,8
gP 85,8 72,6% 95,1 84,7* 77,6 69,7* 90,5 75,2*
NPQ 97,7 77,7* 123,1 100,7 100,7 71,9% 96,0 89,3
dEsi 88,4 76,7 90,9 87,2 84,7 81,3* 93,5 78,1*

Nas plantas-controle, os valores médios de F,/F., F,//Fy’, P, NPQ e ¢rs; foram respectivamente:
(Clone 14: 0,83; 0,54; 0,53; 2,16 e 0,29 — Clone 120: 0,81; 0,54; 0,51; 2,03 e 0,27 — Clone 46: 0,82;
0,50; 0,58; 2,16 e 0,29 — Clone 109A: 0,83; 0,54; 0,48; 2,12 e 0,26).

Tabela 3. Percentual da concentracdo (g kg”' MS) de clorofila a (clf a) e clorofila b (clf b) de quatro
clones de café Robusta submetidos a déficit hidrico moderado (Mod; ¥,, = -2MPa) ou severo (Sev; ¥,
= -3MPa), em relagéo aos valores obtidos nas plantas-controle continuamente irrigadas. Detalhes das
comparagoes estatisticas na Tabela 1.

Percentual em relagéo ao controle

Clones
Parametros 14 120 46 109A
Mod Sev Mod Sev Mod Sev Mod Sev
clif a 123,3 117,9 97,5 109,5 96,2 119,8 121,8 88,9
clf b 123,4 11,1 94.4 122,2 102,0 121,1 113,6 92,4

Nas plantas-controle, os valores médios de clf a, clf b foram respectivamente: (Clone 14: 0,99 e 1,19
— Clone 120: 1,08 e 1,21 — Clone 46: 0,99 e 1,14 — clone 109A: 1,01 e 1,26).

3) Carboidratos e aminoacidos

Sob estresse hidrico moderado, ndo houve qualquer alteragao significativa na
concentragéo foliar de sacarose em nenhum dos clones avaliados (Figura 1). Isso
poderia ser explicado por uma redugao no transporte de assimilados, que pode ser
provocado pela redugcdo no crescimento, sob estresse hidrico, ainda que A tenha
sido reduzida (Pelleschi et al., 1997). De forma geral, os conteudos de glicose
também permaneceram inalterados, sob estresse hidrico moderado (Figura 1). Com
relacdo a concentragao de frutose, houve aumento significativo no clone 46 (32%) e
reducdo no clone 14 (45%) (Figura 1). Também foi observada, sob estresse

moderado, uma reducgao significativa na concentragao de amido, de 77, 61, 31 e
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81%, nos clones 109A, 120, 14 e 46, respectivamente (Figura 1). Tem-se descrito
que, em plantas submetidas a estresse hidrico, pode ocorrer degradagéo de amido
(Stewart, 1971; Quick et al., 1989), como forma de manter ou aumentar os niveis de
agucares, apesar de uma redugdo em A, permitindo, assim, um ajustamento
osmotico (Lawlor e Cornic, 2002), o que contribuiria para evitar decréscimos
adicionais em A.

E comum, também, o aumento na concentracdo de aminoacidos em plantas
sob déficit hidrico (Gzik, 1996; Hien et al., 2003), utilizando o carbono proveniente da
sacarose (Lawlor e Fock, 1977). Foi verificado, sob déficit hidrico moderado, um
aumento significativo na concentragdo de aminoacidos no clone 109A (83%) e
tendéncia de aumento no clone 120 (36%) (Figura 2). Nesses clones, porém,
observou-se apenas uma ligeira tendéncia de redugao na concentragcéo de sacarose
(Figura 1), o que poderia confirmar a hipotese de redugdo no transporte de
assimilados.

Aumentos significativos nos teores de aminoacidos totais, sob déficit hidrico
severo, foram observados somente nos clones 109A (81%) e 120 (73%) (Figura 2),
semelhantemente ao observado sob déficit moderado.

Paralelamente ao aumento na concentracdo de aminoacidos, podemos
observar a redug¢ao nos niveis de amido e a manutengao nos niveis de sacarose e,
em geral, dos niveis de hexoses. Tais fatos podem ser interpretados, em conjunto,
como um mecanismo para a manutencdo da homeostase metabdlica em um
processo de aclimatacdo, alterando a particdo de carbono de forma a aumentar o
teor de aminoacidos. O aumento no teor de aminoacidos pode indicar também um
mecanismo de ajuste osmoético (Rodhes e Hanson 1993; Trossat et al. 1998), que

poderia estar ocorrendo nos clones 109A e 120.
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DEFICIT MODERADO DEFICIT SEVERO
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Figura 1. Concentragédo foliar de sacarose, glicose, frutose e amido em quatro clones de café
Robusta irrigados (colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥, = -
2MPa) ou severo (¥,, = -3MPa). Diferengas, dentro de um mesmo clone e nivel de estresse, sdo
indicadas por letras minusculas diferentes (teste t P<0,05) e, entre clones em um mesmo nivel de
estresse e regime hidrico, por letras mailsculas (teste de Newman Keuls, P<0,05). Asteriscos
indicam diferenga entre niveis de estresse, dentro de um mesmo clone e regime hidrico (teste ft,
P<0,05). Valores sdo a média de 5 repetigbes, barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 2. Concentragdo de aminoacidos (umol g’1 MS) em quatro clones de café Robusta irrigados
(colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥,, = -2MPa) ou
severo (¥, = -3MPa). Detalhes das comparacgdes estatisticas na Figura 1.

Respostas semelhantes aquelas observadas sob déficit moderado também
puderam ser observadas sob déficit hidrico severo, com relacdo a concentracao
foliar de carboidratos. No entanto, houve aumento significativo de sacarose no clone
120 (97%) e tendéncia de aumento no clone 14 (56%) (Figura 1). Isso poderia ter
sido provocado pela redugdo na exportacdo dos assimilados, a medida que o
crescimento diminui com o déficit hidrico (Lawlor e Cornic, 2002), indicando que,
naqueles clones, a fotossintese foi menos afetada que o transporte de assimilados,
em relagao aos clones menos tolerantes a seca.

Embora uma mesma tendéncia de aumento nos teores de glicose tenha sido
observada sob déficit hidrico severo, no clone 109A a diferenca n&o foi significativa,
ao passo que o clone 120, ao contrario do que antes havia sido observado sob
déficit moderado, apresentou um aumento significativo nos niveis de glicose (Figura
1). Nesse mesmo nivel de déficit, apenas o clone 14 apresentou redugéo
significativa no nivel de frutose (78%), semelhantemente ao observado sob déficit
moderado, enquanto os demais clones tenderam a aumentar os niveis daquele
metabdlito (Figura 1).

Como observado anteriormente para o déficit hidrico moderado, observou-se
também uma reducéo significativa no teor de amido das folhas para todos os clones
estudados (70, 46, 79 e 61% nos clones 109A, 120, 14 e 46, respectivamente)
(Figura 1). Entretanto, apenas no clone 14 uma reducdo adicional no teor de amido
foi observado, quando o ¥, passou de -2 MPa para -3 MPa (Figura 1).

Os resultados sugerem um mecanismo de alteragdo na particdo de carbono e

na manutengdo da homeostase metabdlica € variavel entre os clones, e que
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provavelmente estaria envolvido na aclimatagcdo fotossintética sob déficit hidrico.
Entretanto, o aumento na concentracdo de aminoacidos, tanto em um clone
susceptivel a seca (109A) como em um tolerante (120), sugere que essa alteragéo
nao seria parte de um mecanismo geral de tolerancia a seca em café. Visto que
também nao foi observado o mesmo fendbmeno para os clones 14 e 46, pode-se
sugerir que outros mecanismos, além da alteracdo na partigdo dos fotoassimilados,
também possam contribuir para a aclimatagcao fotossintética do cafeeiro sob

condi¢des de seca.

4) Enzimas do metabolismo de carboidratos

Sob déficit hidrico moderado, nao se verificou alteragcao na atividade catalitica
maxima da SPS (Vmax) (Figura 3). A determinagcédo da atividade catalitica de uma
enzima, contudo, normalmente baseia-se na determinagdo da velocidade maxima
inicial, ou na velocidade média da fase linear da reagao enzimatica. Nesses ensaios,
utilizam-se concentragbes de substratos que, normalmente, aproximam-se de
valores 10 vezes superiores ao da constante de afinidade da enzima pelo substrato
(Km), de forma que, nessas condigcbes, esta-se determinando provavelmente a
atividade catalitica maxima da enzima. Esse valor, entretanto, permite apenas inferir
sobre a quantidade da enzima presente, e cautela deve ser tomada na inferéncia da
atividade da enzima in vivo. Esse cuidado é especialmente importante em enzimas
que sofrem regulacgdo alostérica, como a SPS, que pode ser parcialmente inativada
ou ter suas constantes de afinidade e inibigao alteradas pela fosforilacdo. De forma a
poder inferir-se sobre a atividade in vivo da SPS, um ensaio seletivo foi desenvolvido
(Winter e Huber, 2000), no qual se pode verificar alteragbes no seu grau de

fosforilagao (grau de inativagao).
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Figura 3. Atividade da sintase da sacarose-fosfato (SPS) no ensaio néo seletivo (V) € seletivo
(Vsel) €m quatro clones de café Robusta irrigados (colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico

(colunas brancas) moderado (¥, = -2MPa) ou severo (¥, = -3MPa). Detalhes das comparagdes
estatisticas na Fiaura 1.

No ensaio seletivo da SPS (Vs ), sob déficit moderado, observou-se
reducdo em sua atividade somente nos clones mais susceptiveis ao déficit hidrico,
109A (62%) e 46 (51%) (Figura 3). Isso pode indicar que o fluxo de sintese de
sacarose tenha sido reduzido in vivo nos genétipos mais susceptiveis, ao contrario
dos tolerantes. A magnitude dessa reducdo foi similar sob déficit hidrico severo,
porém verificou-se decréscimo na atividade seletiva da SPS no clone 14 (27%), mas
nao no clone 120 (Figura 3). Salienta-se que, neste clone, observou-se uma maior
tendéncia de aumento nos teores de sacarose, sob déficit hidrico severo (Figura 1).

E comum uma reducdo na atividade da SPS sob déficit hidrico (Lawlor e
Cornic, 2002), que esta relacionada a redugado em C;, em vez do conteudo relativo
de agua (Vassey et al., 1991); nesse caso, o CO, atuaria na ativagdo da enzima

(Quick et al., 1989; Zrenner e Stitt, 1991). Esse efeito provavelmente ocorreu neste
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experimento, pois, a0 mesmo tempo em que se observou redugcao em C/C, (Figura
1), observou-se também tendéncia de reducédo na atividade da SPS nos clones
109A, 14 e 46 (Figura 3). Ressalta-se, ndo obstante, que as medi¢cbdes de trocas
gasosas e coleta do material foliar foram realizadas em horarios diferentes, o que
poderia explicar potencialmente a maior variabilidade encontrada nesses resultados.

O comportamento de redugdo em Vg, observado sob déficit moderado, foi
mais contundente sob déficit hidrico severo. Porém, agora o clone 14 também
apresentou reducdo na atividade seletiva dessa enzima. As redugdes em Vg foram
de 94, 56 e 48%, nos clones 109A, 14 e 46, respectivamente (Figura 3). Estes dados
permitem inferir que uma maior fosforilagdo da enzima SPS estaria ocorrendo em
resposta ao déficit hidrico. Entretanto, ndo foi possivel observar reducdes
significativas no teor de sacarose (Figura 1), sugerindo que o fluxo de sintese de
sacarose nao tenha sido alterado, ao menos nos clones 109A, 120 e 14. Essa
constancia nos teores de sacarose, apesar das redugdes significantes em Vg €
Vmax, Nesses clones, permite sugerir que a SPS estd presente em excesso em
relagdo a quantidade necessaria para a sintese dos teores normais de sacarose.
Nesse nivel de déficit, novamente apenas o clone 120 ndo apresentou alteragoes
em Vg € Vmax (Figura 3). Isso sugere, portanto, que a SPS é diferentemente
regulada no clone 120, em resposta ao déficit hidrico, quando comparado em
relagdo aos demais clones. A tendéncia de ndo se manter a atividade da SPS nos
dois gendtipos susceptiveis permite sugerir que a regulagao diferencial da SPS
poderia contribuir para a tolerancia a seca. Entretanto, devido a inexisténcia de tal
comportamento no clone 14, pode-se inferir que, ou essa resposta ndo é essencial
ao mecanismo de tolerancia, ou, alternativamente, que diferentes mecanismos

possam também estar envolvidos em diferentes clones de café Robusta.
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A FBPase é outra enzima-chave na biossintese de sacarose (Taiz e Zeiger,
2002). Sob déficit moderado, sua atividade manteve-se inalterada em relagdo a das
plantas-controle, exceto no clone 120, com aumento de em 45%, a despeito de
auséncia de alteragdo no teor de sacarose (Figura 4). Resultados semelhantes

foram observados sob déficit hidrico severo (Figura 4).

DEFICIT MODERADO DEFICIT SEVERO
. i
afA
- aA
e
g 2 aA aA LA aA 1 Sk ]-Ii—
T aA  ,a - aA 2 AB bB aA aAB aA
X
©
€ 1 |
1S
14 120 46 o e 14 120 46 109A

Figura 4. Atividade total da fosfatase da frutose-1,6-bisfosfato (FBPase) em quatro clones de café
Robusta irrigados (colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥, = -
2MPa) ou severo (¥,, = -3MPa). Detalhes das comparacdes estatisticas na Figura 1.

O aumento ou a manutencdo da concentracdo de carboidratos, mesmo
quando A se reduz sob déficit hidrico, também pode ter importancia no ajustamento
osmatico. Ja foi demonstrado em varias espécies que o acumulo de agucares ocorre
de forma coordenada entre a sintese e a translocagdo, de forma a permitir a
manutencdo ou o aumento das reservas foliares, sendo o segundo caso de
importancia para a osmorregulagdo (Lawlor e Cornic, 2002). Isso pode ser uma
explicagédo para o aumento na atividade da FBPase, acompanhado pelo aumento do
nivel de sacarose, no clone 120, sob déficit hidrico severo. Entretanto, o clone 120
nao realizou ajustamento osmoético em trabalho conduzido em casa de vegetagao
(Pinheiro et al., 2003a). Ndo se pode descartar, contudo, a hipotese de que
aumentos nos niveis da sacarose nao estariam contrabalancando o decréscimo nos
niveis de outros solutos osmoticamente ativos, naquele clone.

Visto que somente o clone 120 apresenta manutencao dos valores normais
de Vmax € aumento na Vg, em paralelo ao aumento da FBPase, sob déficit hidrico,
pode-se sugerir que o fluxo de sintese de sacarose ndo deve ter sido alterado

naquele clone. Uma vez que o teor de sacarose nas folhas é resultante do balanco
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entre a sua sintese e exportagao pelo floema, uma possivel explicacdo seria a de
que, no clone 120, tenha ocorrido uma manutengdo no transporte normal de
sacarose, pelo menos sob déficit hidrico moderado. No campo, esse comportamento
permitir-lhe-ia explorar uma maior profundidade do solo em busca de &gua,
conferindo uma maior tolerancia a seca, no caso de manutencao da translocacao da
sacarose, o que deve ter ocorrido, pelo menos sob déficit hidrico moderado. De fato,
observacdes de campo indicam que esse clone apresenta sistema radicular mais
profundo. Esse comportamento do clone 120 poderia também explicar, em parte, o
porqué de ele conseguir apresentar uma produtividade superior aos demais
utilizados neste experimento, sob condicdo de déficit hidrico em campo (Ferréo et
al., 2000).

O teor de sacarose pode também ser influenciado pela atividade das
invertases. Observou-se uma tendéncia de aumento da atividade da invertase acida
no clone 109A e aumento significativo no clone 120 (114%), sob déficit hidrico
moderado (Figura 5). Isso poderia explicar a tendéncia de aumento nos niveis de
hexoses nesses clones, naquela condigao (Figura 1). Todos os clones apresentaram
tendéncia de aumento na atividade da invertase acida sob déficit hidrico severo,
sendo significativo nos clones 120 (72%), 14 (236%) e 46 (226%) (Figura 5).
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Figura 5. Atividade da invertase acida em quatro clones de café Robusta irrigados (colunas cinzas) e

submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥, = -2MPa) ou severo (¥,, = -3MPa).
Detalhes das comparacdes estatisticas na Figura 1.
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Sob déficit hidrico moderado, observou-se aumento na atividade da invertase
alcalina apenas no clone 46 (Figura 6). Entretanto, sob déficit hidrico severo a
atividade dessa enzima aumentou no clone 14, além de apresentar tendéncia de

aumento no clone 46 (Figura 6).
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Figura 6. Atividade da invertase alcalina em quatro clones de café Robusta irrigados (colunas cinzas)
e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥,, = -2MPa) ou severo (¥,, = -3MPa).
Detalhes das comparagbes estatisticas na Figura 1.

Visto que alteracdes em Vg da SPS foram detectadas, € importante verificar
se a atividade da sintase da sacarose (SuSy), que pode tanto catalisar a sintese
como a degradacado da sacarose (Taiz e Zeiger, 2002), poderia compensar, pelo
menos em parte, as alteragbes verificadas na SPS. Todavia, ndo foi observada
nenhuma alteragéo significativa na atividade da SuSy, sob déficit hidrico, a excegao
do clone 109A que, sob déficit hidrico severo, mostrou uma redugao na atividade da

enzima de 40%. (Figura 7)
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Figura 7. Atividade da sintase da sacarose (SuSy) em quatro clones de café Robusta irrigados
(colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥, = -2MPa) ou
severo (¥, = -3MPa). Detalhes das comparacgoes estatisticas na Figura 1.

E provavel que o aumento na atividade da SuSy tenha contribuido,
juntamente com o da invertase acida, para a tendéncia de aumento nos niveis de
hexoses, no clone 109A sob déficit hidrico severo (Figura 1), uma vez que nao foi
observado aumento na concentracdo de sacarose nesse clone, sob déficit hidrico
severo (Figura 1).

De forma geral, verificou-se, na maioria dos clones, uma tendéncia de
aumento dos niveis de hexoses (Figura 1), juntamente com o aumento na atividade
da invertase acida (Figura 5), sendo que a invertase alcalina e SuSy n&o devem ter
desempenhado papel importante no aumento dos niveis de hexoses. Uma excegao
foi o clone 14, que nao apresentou tendéncia em acumular hexoses, apesar do
aumento significativo na atividade da invertase acida, sob déficit hidrico severo
(Figura 5). Aumento na concentragdo de hexoses, provavelmente poderia estar
relacionado a osmorregulacéo (Lawlor e Cornic, 2002).

A atividade da AGPase, enzima-chave na sintese de amido (Taiz e Zeiger,
2002), foi determinada, com o objetivo de verificar se a redugédo na concentragao de
amido foi provocada pela reducdo na sua sintese. Uma tendéncia geral de
decréscimo na atividade da AGPase pdde ser observada sob déficit hidrico
moderado, mas somente nos clones 14 e 46 tais redugdes foram significativas, de
74 e 66%, respectivamente (Figura 8). Este comportamento foi semelhante nas
plantas sob déficit hidrico severo, apesar de, nessa condi¢ao, terem sido observadas
reducdes significativas na concentracdo de amido em todos os clones (Figura 1).
N&o obstante, ressalta-se que as maiores redu¢gées no amido ocorreram justamente

nos clones 14 e 46.
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O fato de que redugdes nos teores de amido, detectadas em alguns clones
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Figura 8. Atividade da pirofosforilase da ADP-glicose (AGPase) em quatro clones de café Robusta
irrigados (colunas cinzas) e submetidos a déficit hidrico (colunas brancas) moderado (¥, = —2MPa)
ou severo (Y, = -3MPa). Detalhes das comparagdes estatisticas na Figura 1.

|
(figura 1), ndo tenha sido acompanhada por redugdes na atividade da AGPase,
sugere que outros mecanismos possam estar envolvidos, como, por exemplo, via
acao das enzimas degradadoras do amido (Fox e Geiger, 1986). Outra possibilidade
€ a de que, com a inibicdo da fotossintese, provocada pelo déficit hidrico, pode
ocorrer uma mobilizagao preferencial do carbono fixado para a sintese de sacarose
em detrimento da sintese de amido (Quick et al., 1989; Chaves, 1991). Dessa forma,
os resultados aqui apresentados talvez permitam sugerir também que a redugao nos
teores de amido possa ser atribuida a redugao em A.

A enzima cinase da frutose-6-fosfato dependente de ATP (PFK-ATP) é uma
enzima importante no metabolismo de carboidratos, catalisando uma reacdo na
interface entre o metabolismo de hexoses e trioses, possuindo importante fungao
regulatoria no fluxo glicolitico. Nao foi possivel observar alteragbes significativas na
atividade dessa enzima em ambos niveis de déficit hidrico aqui estudados (Figura
9). Estes resultados sugerem que o fluxo glicolitico, apesar da redugédo nos teores
de amido e na taxa fotossintética, ndo tenha sido alterado de forma significativa no

presente estudo.
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A complexidade dos resultados aqui apresentados ocorre, possivelmente, em
funcdo de o déficit hidrico ter sido imposto de forma lenta, o que pode permitir a
aclimatacdo do metabolismo dos carboidratos (e.g., via mudanga na taxa de
crescimento), o que acaba por dificultar a interpretagcao dos resultados (Quick et al.,
1989). E interessante, portanto, que trabalhos em que o déficit hidrico seja imposto
de maneira mais rapida também sejam realizados, como por exemplo experimentos
com folhas destacadas ou discos foliares. Porém, de um ponto de vista pratico,
trabalhos como este tém maior relevancia, pois simulam melhor o qué ocorre sob
condi¢cdes de campo.

Uma inibigado da fotossintese associada ao acumulo de carboidratos, devida a
reducdo na forca-dreno das plantas submetidas a déficit hidrico, ndo pbde ser
claramente estabelecida neste trabalho. Evidéncias de inibicao da fotossintese pelo
acumulo de carboidratos normalmente estdo associadas ao aumento da
concentragédo foliar de amido (Stitt e Quick, 1989). Outros autores discordam da
significancia do efeito do acumulo de agucares soluveis, argumentando que né&o
existem evidéncias de que seu acumulo esteja envolvido na inibicdo da fotossintese
(Chaves, 1991; Lawlor e Cornic, 2002).

Pode-se observar um comportamento contrastante quanto ao metabolismo de
carboidratos nos quatro clones. Resultados na literatura demonstram que,
dependendo da espécie, pode haver acumulo diferencial de sacarose, glicose e
frutose (Foyer, 1988; Keller e Ludlow, 1993; Zinselmeier et al., 1995; Pelleschi et al.,
1997). Aqui, foi demonstrado que tais diferengas ocorreram dentro de uma mesma
espécie, confirmando a grande variabilidade genética existente entre os clones
analisados. De acordo com Chaves (1991), a prioridade dada a sintese de sacarose
em condi¢gdes de déficit tem um valor adaptativo, pois ela pode sustentar alguma
exportacao bem como permitir o ajuste osmético. Neste trabalho, de forma geral, os
clones mais tolerantes acumularam mais agucares, o que pode também indicar uma
maior eficiéncia fotossintética, sob déficit hidrico. No entanto, ndo foi possivel se
estabelecer um comportamento caracteristico dos clones com relagdo ao

metabolismo dos carboidratos relacionado a tolerancia a seca.
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