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RESUMO

DIAS, Paulo Cesar, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2006. Variagdo
espacial da fotossintese e de mecanismos de fotoprotecdo no cafeeiro (Coffea arabica
L.). Orientador: Fabio Murilo DaMatta. Conselheiros: Marcelo Ehlers Loureiro e Marilia
Contim Ventrella.

O comportamento das trocas gasosas, dos parametros de fluorescéncia da clorofila a e do
sistema antioxidativo foi estudado em plantas adultas de café arabica cultivadas em campo e
orientadas no sentido norte-sul, em VicosaMG, objetivando-se identificar potenciais
mecanismos de fotoprotecdo e avaliar como tails mecanismos se gustariam espacial e
diurnamente. Para isso, procederam-se as avaiacOes em diferentes posicbes da copa, em
agosto de 2005, época relativamente fria, seca e com ata insolacdo, na qual o cafeeiro exibe
taxas muito baixas de fotossintese. As baixas taxas fotossintéticas foram largamente
resultantes de limitacBes ndo-estomaticas. 1sso, aliado a elevada interceptacdo da radiacéo
solar, particularmente pelas folhas da face oeste a tarde, traduziu-se numa discreta
fotoinibicdo crénica da fotossintese. De modo geral, menores valores do rendimento quantico
fotoquimico do fotossistema Il (F gs;) foram acompanhados por incrementos paralelos no
coeficiente de extingcdo nédo-fotoquimica, indicando aumento na capacidade de dissipacdo de
calor. Ademais, ataxa de transporte aparente de elétrons aumentou, atarde, nas folhas da face
oeste, fato largamente associado a elevada irradiancia interceptada por aguelas folhas, a
despeito dos decréscimos observados em Feg € no coeficiente de extingdo fotoquimica.
Como consequéncia, uma maior pressdo de excitagdo ocorreu nas folhas da face oeste,
resultando no aumento da proporcdo de energia ndo utilizada na fase fotoquimica e nem
dissipada termicamente. De modo geral, as folhas do cafeeiro, independentemente de faces ou
estratos, apresentaram capacidade similar de dissipagéo da radiacdo fotossinteticamente ativa
em processos fotoquimicos e ndo-fotoguimicos. Isso sugere que o cafeeiro pode dissipar, de
forma aparentemente satisfatOria, 0 excesso da energia absorvida, apresentando capacidade de
resposta pléastica de sua maguinaria fotossintética as variagdes da irradiancia. Maiores angulos
foliares mostraram-se relacionados a maior interceptacdo de luz pelas folhas dos estratos

superiores, principamente na face oeste da copa. A concentracdo de clorofilas e carotendides



foi maior em folhas dos estratos inferiores, mas nd houve nenhuma alteracdo na razéo
clorofila a/clorofila b. As atividades da dismutase do superoxido (SOD), da catalase (CAT) e
da peroxidase do ascorbato (APX), foram, de modo gera, semelhantes nas folhas,
independentemente de estratos e faces. Somente uma maior atividade de SOD em folhas dos
estratos superiores foi observada, fato que pode estar associado a maior acimulo de peréxido
de hidrogénio nas folhas daqueles estratos, independentemente de faces. Poucas foram as
diferencas nas atividades da SOD, da CAT, da APX e da peroxidase da glutationa entre folhas
das diferentes faces e estratos, quando se induziu o estresse oxidativo com Paraguat, mas uma
maior reducdo da eficiéncia fotoquimica nas folhas dos estratos da face oeste foi observada, a
semelhanca do que ocorreu em condicdes de campo. Apesar de as folhas localizadas na face
oeste da copa estarem submetidas a um maior estresse luminoso e, portanto, sujeitas de forma
mais marcante ao estresse oxidativo, ndo houve danos celulares consideraveis, estimados pelo
acumulo de adeido malénico. Uma vez que a atividade das enzimas estudadas foi muito
similar, independentemente da posi¢ao na copa, sugere-se que outros sistemas de fotoprotecao
possam ter maior importancia na protecdo da maquinaria fotossintética, particularmente nas

folhas da face oeste quando expostas a elevadairradiancia.
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ABSTRACT

DIAS, Paulo Cesar, M.S., Universidade Federa de Vicosa, February 2006. Photosynthesis
and photoprotection mechanisms vary spacially in coffee (Coffea arabica L.).
Adviser: Fabio Murilo DaMatta. Committee members: Marcelo Ehlers Loureiro and
Marilia Contim Ventrella

This study aimed to identify potential photoprotective mechanisms and how they could be
spatialy and diurnaly adjusted. It was conducted in an arabica coffee tree plantation (north-
south-oriented hedgerows) in Vigosa, Southeastern Brazil. Gas exchange, chlorophyll a
fluorescence, and antioxidant system were examined throughout. Evaluations were performed
in different canopy positions in August 2005 (dry, cold season with high insolation) when the
net photosynthetic rate (A) of coffee tree is very low. This low A largely resulted from non-
stomatal limitations. This, associated with an elevated interception of solar radiation, led to a
discrete chronic photoinhibition of photosynthesis at noon, particularly in west-faced leaves.
In a general way, decreased quantum yield of photosystem Il (F pg) paralleled an increased
non-photochemical quenching, indicating a rise in heat dissipation. Apparent electron
transport rate also rose during afternoon in west-faced leaves, that was largely a consequence
from increased irradiance interception by those leaves, although decreases in both F pg; and
photochemical quenching coefficient were observed. As a result, a higher excitation pressure
should have occurred in west-faced leaves, thus leading to an increased fraction of irradiance
neither used in photochemistry nor dissipated thermally. Regardless of their positions, coffee
leaves showed similar ability for energy dissipation into photochemica and non-
photochemical processes. This suggests that the plant might dissipate satisfactorily the excess
of absorbed light, i.e. the coffee tree might plastically adjust its photosynthetic machinery to
changing irradiance. Steeper leaf angles were related to greater irradiance interception in the
upper stratum leaves, particularly in the west side. Chlorophyll and carotenoid concentrations
were higher in lower stratum leaves. There was no change in chlorophyll a/b ratio, regardless
of the treatments. Activities of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and ascorbate
peroxidase (APX) generally were similar among different sasmpled leaves. However, a greater

SOD activity was found in upper stratum leaves that could be associated with a larger
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hydrogen peroxide concentration in those leaves. Little, if any, differences in the activities of
SOD, CAT, APX and glutathione peroxidase were observed in paraguat-treated leaves. A
stronger decrease in the maximum efficiency of photosystem |l was registered in paraquat-
treated west-faced leaves, smilarly to what occurred in the field. Despite west-faced |eaves
being naturally submitted to a high-light stress, malondialdehyde accumulated in a similar
way as in the leaves from other canopy positions. Since the activity of antioxidant enzymes
was similar irrespective of leaf position, some other photoprotecting systems should also be of
utmost importance for protection of the photosynthetic machinery, particularly in west-faced

leaves when exposed to bright irradiance.
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1.0- INTRODUCAO

No género Coffea existem, aproximadamente, 100 espécies, dentre as quais, apenas duas
apresentam significancia econémica no mercado mundia de café: C. arabica L. (café Arabica)
e C. canephora Pierre ex Froehner (café Robusta). O café € a mercadoria mais importante do
comércio mundia de produtos agropecuarios, representando uma fonte importante de renda
para vérios paises da América Latina, Africa e Asia (DaMatta, 2004a). Atuamente, o café
arabica responde por, aproximadamente, dois tercos do café produzido mundialmente, e o café
Robusta, pelo restante.

Originario da Africa, onde é encontrado como vegetacio de sub-bosgue e, portanto, em
ambientes sombreados, o café expandiu-se e adaptou-se as mais variadas condicdes ecol bgicas,
de forma que cultivos a pleno sol produzem satisfatoriamente e, na maioria das vezes, mais que
os plantios a sombra (DaMatta, 2004b). No Brasil, o café € plantado desde o Parana até
Rondbnia, em altitudes que variam de poucos metros até mais de 1000 m. Em decorréncia
disso, as condigdes climéticas as quais a cultura é submetida variam amplamente. No sudeste do
Brasil, em regides com altitudes elevadas, € comum a ocorréncia, por exemplo, de temperaturas
relativamente baixas no inverno (DaMatta et a., 1997; DaMatta & Maestri, 1997), fato que
pode acarretar decréscimos substanciais tanto no crescimento vegetativo como na fotossintese
(Silvaet a., 2004)

Plantas cultivadas em condi¢cbes de baixa temperatura podem apresentar diversas
modificacBes nos diferentes componentes da maquinaria fotossintética, incluindo reducéo da
abertura estomatica (Fryer et a., 1995; Scharberg et a.,1995; Pefia-Vadivia et a., 1994), danos
as membranas fotossintéticas (O’'kane et a., 1996; Hayden & Baker, 1990), ateracbes na
cinética da fluorescéncia da clorofila a (Martinez-Ferri et d, 2004; Haldimann € a., 1996;
Lovelock & Winter, 1996; Fryer et al., 1995; Schaberg et al., 1995), alteracdo da atividade de
enzimas fotossintéticas (Schaberg et a., 1995) e aumento da resisténcia mesofilica (Ferris et al.,
1996; Kumar & Tieszen, 1980). Assim, em virtude de um longo tempo de exposi¢cdo a baixas
temperaturas, algumas dessas ateragOes, combinadas ou n&o, podem acarretar, como
conseguiéncia final, a reducdo da taxa fotossintética. Isto, por seu turno, reduz a irradiancia de
saturacdo (ls) (Martinez-Ferri et a., 2004) e, especialmente em dias claros de inverno, quando a
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irradiancia excede a capacidade de utilizacdo da luz na fotossintese, a fotoinibicdo da
fotossintese pode ocorrer (Bertamini & Nedunchezhian, 2003; Barth et a., 2001). A
fotoinibicdo € manifestada por uma queda na €ficiéncia fotoquimica do fotossistema (FS) Il
(Pandey et a., 2005), que pode ser avaliada pela razéo entre a fluorescéncia varidvel e a
fluorescéncia maxima (F./Fr,) da clorofila a (Krause & Wels, 1991). Essa razéo pode ser usada
como um indicador sensivel do desempenho fotossintético das plantas (Maxwell & Johnson,
2000), com vaores 6timos em torno de 0,80 - 0,83, medidos em véarias espécies vegetais
(Bjorkman & Demmig, 1987).

Decréscimos em F,/F,, podem ser atribuidos a, pelo menos, dois processos (Osmond,
1994). O primeiro, denominado de fotoinibicdo dindmica, é rapidamente reversivel (Long et al.,
1994; Osmond, 1994; Demmig-Adams & Adams, 1992), sendo parcialmente associado a
mecanismos de regulacdo intrinsecos ao FSII (Eggert et al., 2003; Krause & Weis, 1991),
particularmente os eventos que envolvem a desepoxidacdo da violaxantina a zeaxantina (Eggert
et a., 2003; Demmig-Adams & Adams, 1992). O segundo processo, denominado de
fotoinibicdo cronica, é associado a manutencdo de lenta reversibilidade dos mecanismos
dissipadores de energia (Martinez-Ferri et a., 2004; Ishida et al., 1999), a processos reparatorios
ou a danos permanentes na maquinaria fotoquimica (Osmond, 1994). A fotoinibicdo dindmica
deve ser considerada como a capacidade de as plantas gjustarem-se fotossinteticamente as
condicdes ambientes prevalecentes, e ndo implicaria em danos a maquinaria fotossintética
(Hurner et d., 1996). Porém, a inativacéo dos centros de reacdo do FSII, via ocorréncia de
danos a proteina D; do centro de reacdo do FSII, pode também agir na dissipacéo efetiva de
energia (Long et a., 1994). Contudo, a fotoinibicdo dindmica e a fotoinibicdo cronica sdo
Processos co-ocorrentes e suas contribuicdes respectivas dependem da extensdo do excesso de
fétons durante a exposicdo a luz (Russell et d., 1995). A proporcdo relativa de cada um desses
processos pode ser determinada seguindo-se as respostas de recuperacdo de F./F, de tecidos
foliares adaptados ao escuro (Eggert et a., 2003; Krause & Weis, 1991). O primeiro estadio de
recuperacao de F,/Fr, é rapidamente reversivel, com duracdo menor que 1 h (Ishida et al., 1999;
Thiele et d., 1996), envolvendo a epoxidacdo da zeaxantina (Eggert et al., 2003). A recuperacéo
em um segundo estadio envolve a degradaco e sintese ‘de novo’ da proteina D1 (Eggert et al.,
2003), com duracdo superior al h (Ishidaet a., 1999; Thieleet a., 1996).

A ocorréncia de fotoinibicdo cronica pode ser analisada via medicdo da razéo F./Fp, na
antemanha (Ishida et a., 1999). Decréscimos nessa razéo durante o inverno tém sido associados
com 0 aumento na dissipacdo térmica de energia radiante, estando ainda relacionados com a
retencdo de elevadas concentragbes de componentes desepoxidados do ciclo das xantofilas

(zeaxantina e anteraxanting) (Garcia-Plazaola et al., 1999; Bjtrkman & Demmig-Adams, 1995),
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que protegeriam, assm, o FSII de sobre-excitacdo e de fotodanos (Gilmore, 1997).
Alternativamente, reductes sustentadas de F,/F, podem também resultar de acimulo de centros
de reacdo ndo-funcionais do FSII e de fotoinativacdo parcia do FSII (Niyogi, 1999; Garcia-
Plazaola et al., 1997). Esses Ultimos processos também conduzem a dissipacéo do excesso de
fétons como calor, mas, em Ultima andlise, resultariam em fotodanos apOs exposicao
prolongada dos tecidos foliares airradiancias excessivas (Long et al., 1994).

Uma vez que, via de regra, as limitacOes a assimilagdo do CO, precedem a inativacdo
das reacOes de transferéncia de elétrons, a combinacdo de baixas temperaturas com elevadas
irradiancias pode, entdo, sobre-excitar os transportadores de elétrons no cloroplasto, podendo,
assim, exacerbar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) nos cloroplastos
(Garcia-Plazaola et al., 1999). Dentre tais ERO’s, destacam-se o radical superdxido (O2), o
peréxido de hidrogénio (H»0,), o radical hidroxil (OH") e o oxigénio singleto (*O,), que
seriam produtos inevitaveis do metabolismo celular (Yu & Rengel, 1999). Tais compostos sao
potencialmente capazes de resultar em danos fotoinibitérios e fotooxidativos (Asada, 1999;
Smirnoff, 1995), incluindo a peroxidacao de lipidios (Limaet al., 2002; Mascher et al., 2002),
a desnaturacao de proteinas e a mutagdo do DNA (Mascher et al., 2002; Asada, 1999). Além
disso, a peroxidacdo de lipidios de membrana pode resultar na perda de compartimentalizacéo
celular (Limaet a., 2002; Asada, 1999).

Em plantas, o herbicida Paraguat (PQ) incrementa o estresse oxidativo diretamente,
gerando radicais livres. Em nivel de FSI, PQ é fotorreduzido e, subseqiientemente, reoxidado
pela transferéncia de um elétron ao oxigénio, formando o radical superéxido (Rabinowitch et
al., 1983). Radicais hidroxilas e outros radicais produzidos a partir do superoxido, e o proprio
superéxido, podem provocar danos celulares severos (Babbs et al., 1989). Varias evidéncias
indicam que os mecanismos de tolerancia a determinados estresses podem estar associados,
também, com a toleréncia ao estresse oxidativo (Smirnoff et al., 1995), como o ocasionado
por PQ.

Para protecdo da maguinaria fotossintética contra estresses oxidativos, as plantas
precisam dissipar 0 excesso de energia luminosa, 0 que pode ser alcancado mediante a
regulacdo da eficiéncia fotoquimica via ciclo das xantofilas (Demmig-Adams et al., 1996),
por manutencdo do fluxo de elétrons envolvendo rotas alternativas, como a fotorrespiracéo
(Ort & Baker, 2002) e areacdo de Mehler (Osorio, 2006; Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999) ou,
ainda, por atuagéo do sistema de defesa antioxidativo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999). Tal
sistema compreende mecanismos enziméticos, composto pelas chamadas “enzimas
antioxidantes’ (e.g., dismutase do superdxido, SOD; catalase, CAT; peroxidase do ascorbato,

APX; peroxidase da glutationa, GPX), além da participacdo de moléculas antioxidantes de
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pequeno peso molecular, como o ascorbato, a glutationa reduzida e o a-tocoferol (Ort &
Baker, 2002; Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998). Maior protecdo contra excesso de
irradiancia pode também ocorrer via ateracdo do angulo de insercdo foliar, uma vez que,
guanto mais verticalizada estiver a folha, menor seré a interceptacéo da radiacéo incidente nas
horas de maior elevacéo solar (DaMatta, 2003).

Espécies comerciais de café sdo susceptiveis a injuria por baixas temperaturas,
provavelmente pelo fato de o café ser originario do Continente Africano, onde as
temperaturas sdo relativamente elevadas, mesmo no inverno. Em café, sdo poucos os estudos
associando efeitos fisiologicos a temperaturas moderadamente baixas (DaMatta et al., 1997;
Bauer et al., 1985; Kumar & Tieszen, 1980), especiamente baixas temperaturas noturnas
seguidas de dias ensolarados, como normalmente ocorre durante o inverno na Zona da Mata
mineira e no sul de Minas Gerais. Nessas regifes, € comum o plantio de café em linhas com
sentido norte-sul, dependendo da topografia do terreno. Esse tipo de orientagdo faz aumentar a
interceptacdo de radiacdo solar na face oeste, particularmente a tarde, periodo em que a taxa
fotossintética €, normalmente, extremamente reduzida (Chaves, 2005), concorrendo, pois,
para exacerbar a fotoinibicéo da fotossintese naguela face. Desse modo, folhas localizadas nos
estratos superiores, especialmente na face oeste da copa, por estarem constantemente expostas
a um maior nivel de estresse luminico, devem gustar-se a tal condicdo, desenvolvendo
mecanismos de protecdo, e.g.,, maior dissipacdo nado-fotoquimica de energia e menor
interceptacdo de luz. Neste estudo, portanto, examinaram-se as trocas gasosas, a fluorescéncia
da clorofila a, 0 sistema enzimético antioxidante e danos celulares, bem como a tolerancia
potencial de tecidos foliares ao estresse oxidativo artificialmente induzido por Paraquat. O
objetivo deste trabalho foi, pois, identificar potenciais mecanismos de fotoprotegdo, bem
como avaliar como tais mecanismos se gjustam espacia e diurnamente, em café arébica. Para
tanto, procederam-se as avaliagdes em diferentes posi¢des da copa, em agosto de 2005, época
relativamente fria, seca e com alta insolacéo, na qual o cafeeiro exibe taxas muito baixas de
fotossintese.



2.0- MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em um campo experimental do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa (20°45'S, 42°15'W, 650 m de
altitude), Minas Gerais. A regido possui clima subtropical, com temperatura média anual de
19°C. A precipitagdo média anual é de 1200 mm, com uma estacdo seca pronunciada
coincidindo com os meses mais frios (abril a setembro). Nesse periodo, sG0 comuns noites
frias (temperaturas minimas variando, tipicamente, de 5 a 12°C) seguidas de dias ensolarados
(mais de 9 h de insolagdo), com temperaturas maximas facilmente excedendo 25°C (Chaves,
2005).

Foram utilizadas plantas de café (C. arabica L. cv Catuai Vermelho IAC 44), com 18
anos de idade. As plantas vém sendo cultivadas a pleno sol, sob espacamento de 3,0 x 1,0 m,
com uma planta por cova, e fileiras orientadas no sentido norte-sul. O cafezal foi renovado,
por meio de recepa, em 1996. As avaliagcOes e amostragens foram realizadas em agosto de
2005. Houve precipitaco abundante nos dias precedentes as medicdes. Avaliaram-se folhas
completamente expandidas, do terceiro ou quarto par, a partir do &pice de ramos
plagiotrdpicos, situados nas faces leste e oeste das plantas, utilizando-se de folhas dos estratos
superior e inferior do dossel. Tecidos foliares foram amostrados em torno do meio-dia,
congelados em nitrogénio liquido e, posteriormente, armazenados a -80°C até serem
analisados.

Avaliaram-se 0s seguintes parametros:

2.1 - Parametros agrometeoroldgicos, radiacao fotossinteticamente ativa interceptada pela
folha, temperatura foliar e inclinacéo foliar

As temperaturas maxima e minima foram medidas nos dias das avaliacfes, utilizando-
se de um termdmetro instalado no campo experimental, em meio as plantas. A temperatura
foliar (Tr) e a radiacéo fotossinteticamente ativa (RFA) interceptada pela folha (RFA;) foram
medidas por meio de um analisador de gases a infravermelho portétil (LCpro+, Analytical
Development Company, Hoddesdon, Reino Unido). O déficit de pressdo de vapor entre o

interior da folha e a atmosfera (de) foi calculado segundo Landsberg (1986). A inclinagéo
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foliar foi medida em relagdo ao horizonte (= (°), utilizando-se de 10 folhas por cada parcela

experimental.

2.2 - Trocas gasosas

A taxa de assmilacdo liquida do carbono (A), a condutancia estomética (gs) e a razéo
entre a concentracéo interna e ambiente de CO, (Ci/Cy) foram medidas em sistema aberto, sob
luz e concentracdo de CO, ambientes, com o0 andlisador de gases a infravermelho ja
mencionado. Para a estimativa daqueles par@metros, cada repeticao foi congtituida de uma Unica
folha por planta, procedendo-se as medigdes as 09:00, 12:00 e 15:00 h. As curvas de respostas
fotossintéticas a luz (A/RFA) foram determinadas em laboratério, variando-se RFA, de 0 a 1400
mmol (fétons) m?s™, por 5 min, a 25°C e condicdes ambientes de CO, (aproximadamente 370

nmol mol™), conforme lio et al. (2005).

2.3 - Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Os parémetros de fluorescéncia, no campo, foram medidos nas mesmas folhas e horarios
utilizados para as medi¢des de trocas gasosas, por meio de um fluordmetro modulado (FMS2,
Hansatech, Norfolk, Reino Unido); adicionamente, a razdo F./F, também foi medida na
antemanhd. Apds serem adaptados ao escuro, por 30 min, tecidos foliares foram iniciamente
expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante [1-2 mmol (fétons) m? sY], para a
determinacdo da fluorescénciainicia (Fo). Em seguida, um pulso de luz saturante, a intensidade
de 6000 mmol (fétons) m? s e duracdo de 1 s, foi aplicado, para estimar-se a fluorescéncia
méxima emitida (Fr,). Nas amostras adaptadas ao escuro, a eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII foi estimada pela razéo entre as fluorescéncias variavel e maxima [Fu/Fm = (Fm-Fo)/Fr).
Nas amostras adaptadas a luz, a fluorescéncia constante (Fs) foi estimada, expondo-se o tecido
foliar airradiancia artificial correspondente aguela interceptada naturalmente pela folha, por 90
s e, subseqiientemente, um pulso de luz saturante [6000 nmol (fétons) m? s™; 1 5] foi aplicado,
para medir-se a fluorescéncia maxima das amostras sob luz (Fn,'). Com esses parametros,
estimou-se o rendimento quantico fotoquimico do transporte de el étrons através do FSII [F gy =
(Fm'-F<)/Fn'], conforme Genty et a. (1989). Posteriormente, foi estimada Fo adaptada a luz
[Fo'= Fo/(FW/Fm + Fo/F')] (Niinemets & Kull, 2001).

Para calcular-se a taxa de transporte de elétrons (TTE), considerou-se que tanto o FSlI
como o FSl absorvem quantidades iguais de luz; para a estimativa de RFA absorvida, a
absortanciafoliar foi calculada a partir da concentracéo de clorofila por unidade de &rea (Evans,
1993). A TTE foi estimada como:



TTE = (RFA interceptada pelafolha) x (absorténciafoliar) X F g5 X 0,5

Foram estimados, ainda, os coeficientes de extingdo fotoquimica [qp = (Fm' - F)/(Fm' -
Fo')] e ndo-fotoquimica [NPQ = (Fn/Fr') - 1] (Krause & Weis, 1991), a eficiéncia de captura
da energia de excitacéo pelos centros de reacéo abertos do FSII [F,'/Fy = (Fn' - Fo')/Fr'] ea
fracdo da irradidncia ndo utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente [Pe =
(FV'/Fy') x (1 - gp)] (Demmig-Adamset al., 1996).

Em laboratério, foram avaliadas as respostas de diversos parametros de fluorescéncia,
em fungdo da irradiéncia, objetivando-se observar a capacidade de utilizacgo fotoquimica e de
dissipagdo ndo-fotoquimica da energia luminosa. Para isso, folhas de café foram coletadas e
levadas ao laboratorio, onde foram submetidas a varias irradiancias, utilizando-se, também, do
fluordmetro modulado supracitado. ApGs serem adaptados ao escuro por 30 min, tecidos
foliares foram inicialmente expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante [1-2 mmol
(fétons) m? s¥], para a determinago de Fo. Em seguida, um pulso de luz saturante [6000 nmol
(fétons) m? s, 1 g foi aplicado para estimar-se Fr. Subseqiientemente, as folhas foram
irradiadas com luz actinica, durante 240 s, as intensidades de 150, 300, 450, 600, 900 e 1500
mmol (fétons) m? s?, para a obtencéo de Fs. Em seguida, outro pulso de luz saturante [6000
nmol (fétons) m? s¥] foi aplicado, por 1 s, para obtencdo de Fy,’. A luz actinica foi desligada e
as amostras foram irradiadas com luz vermelho-distante, para a obtencdo de Fy'. Foram

estimados, entdo, gp, NPQ, Pg € F g, conforme ja descrito.

2.4 - Pigmentos
Clorofilas e carotendides totais foram extraidos em acetona (80%, v/v) e estimados

espectrof otometricamente, como descrito em Lichtenthaler (1987).

2.5 - Nitrogénio total
Apds a secagem das amostras foliares a 70°C, por 72 h, foram determinados o
nitrogénio organico, conforme Jackson (1958), e o nitrogénio nitrico, de acordo com Cataldo

et a. (1975). A soma das duas fracOes representa o nitrogénio total.

2.6 - Estresse oxidativo induzido por PQ

Com o intuito de avaliar-se a tolerancia potencial de folhas a0 estresse oxidativo,
induziu-se 0 estresse oxidativo com PQ, avaliando-se o comportamento de F,/F, e de
algumas enzimas do sistema antioxidante. Para isso, discos foliares de 1,4 cm de diametro

foram infiltrados a vacuo (trés pulsos de 1 min) com solucdes de PQ, as concentracdes de 0,
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5, 10 e 20 pM. Apos a infiltragdo, os discos foram incubados nas respectivas solugdes, em
placas de Petri, sob obscuridade, por 16 h, a 25 °C, seguindo-se de incubacéo a 200 umol
(fétons) m? s, por 3 h, a 25 °C. Ap6s um periodo de 30 min de adaptagdo ao escuro, avaliou-
se a razéo F./Fn, em discos coletados imediatamente apds o tratamento com PQ, conforme
supradescrito. Subseqlientemente, os discos foliares para as andlises enziméticas foram
congelados em nitrogénio liguido e armazenados a -80°C, até o momento do uso, quando se
procedeu a determinacéo das atividades da SOD (EC 1.15.1.1), CAT (EC 1.11.1.6), APX (EC
1.11.1.11) e GPX (EC 1.11.1.9), conforme descrito abaixo.

2.7 - Atividades enziméticas

Para 0 experimento de campo, foram determinadas as atividades de algumas enzimas-
chave do sistema antioxidante: SOD (Giannopolitis & Ries, 1977), CAT (Havir & Mchale,
1987) e APX (Nakano & Asada, 1981). Detalhes adicionais estéo descritos em Pinheiro et .
(2004). A atividade dessas enzimas foi expressa em unidades (U) por grama de massa seca.
Cada U corresponde & oxidaggo de 1 mmol ascorbato min™ (APX) ou & oxidacgo de 1 nmol
H,0, min™ (CAT). Paraa SOD, cada U corresponde & quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorreducéo do corante azul de nitro-tetrazdlio. No experimento em que se induziu o
estresse oxidativo utilizando-se de solucgdes de PQ, determinou-se, ainda, a atividade da GPX,
conforme Nagalakshmi & Prasad (2001). A reacdo ocorreu em 250 ni. de meio de reacéo
contento 0,5 M de tamp&o fosfato de potéssio (pH 7,0), 10 mM de Na-EDTA, 1,14 M de NaCl,
10 mM de glutationa reduzida, 2 MM de NADPH e 2,5 mM de H,O,. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de uma unidade da enzima redutase da glutationa. O consumo de NADPH foi rastreado a
340 nm, por 3 min.

2.8 - Perodxido de hidrogénio e danos celulares

A quantificacdo de perdxido de hidrogénio foi realizada conforme Lee & Lee (2000).
Danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, foram avaliados por meio da
peroxidacdo de lipidios, via acimulo de aldeido maldénico (MDA) (Cakmak & Horst, 1991).

2.9 - Edtatistica

Os experimentos foram instalados e anaisados segundo o delineamento inteiramente
casuaizado, com seis repeticdes, a excecdo das curvas de respostas fotossintéticas a luz, com
trés repeticdes. Cada unidade experimental foi composta por uma planta. Nas avaliacdes de
campo, utilizou-se de um esquema fatorial 4 x 3 (quatro posi¢des na planta - faces leste e oeste;

estratos superior e inferior - e trés horérios de avaiacdo). No experimento em que se induziu o
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estresse oxidativo com solugdes de PQ, o esquema fatorial foi 4 x 4 (folhas de quatro posicoes
na planta e quatro concentracdes de PQ). As médias dos tratamentos 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, 1997). Os dados referentes as curvas de
respostas fotossintéticas a luz se gjustaram ao modelo hiperbdlico retangular [y=yo+a*x/(b+x)],
enquanto os dados referentes a utilizaggdo da RFA em processos fotoquimicos e néo-
fotoquimicos se gjustaram a0 modelo sigmoidal logistico {y=yo+a/[1+(x/xo)"]}, utilizando-se do
programa grafico estatistico SigmaPlot (SigmaPlot, 2004) para a obtencéo de tais gjustes.



3.0- RESULTADOS

3.1 - Ambiente

A temperatura minima observada na noite anterior a avaliacdo das trocas gasosas e dos
parametros de fluorescéncia foi de 9°C, enquanto a maxima do dia, alcancada por volta das
14:00 h, chegou a 28°C (ndo mostrado). A temperatura ambiente foi de 19°C as 09:00 h e
proximo de 25°C nos demais horérios (ndo mostrado). As 08:00 h, a RFA; foi, para as faces
leste e oeste, menor que 300 mmol (fétons) m? s*. Naface leste, RFA; foi maxima [em torno de
1300 mmol (fétons) m? s pelamanhd, seguindo uma répida e progressiva queda ja a partir das
10:00 h, de forma que, a partir das 13:00 h, RFA; foi sempre menor que 150 mmol (f6tons) m™
s* (Figura 1). Na face oeste, RFA; passou a aumentar a partir das 10:00 h, atingindo valores
méximos e superiores a 1500 mmol (fétons) m? s &s 14:00 h; registre-se, porém, que, por volta
das 12:00/13:00 h, RFA,; j& era superior a 900 mmol (fétons) m? s, mantendo-se acima desse
valor aé as 16:00 h, independentemente do estrato analisado (Figura 1). Na face oeste, RFA;
média didria foi de 950 e 700 nmol (fétons) m? s*, contra 500 e 300 mmol (fétons) m? s na
face leste, nas folhas do estrato superior e inferior, respectivamente (Figura 1). A T; e 0 de
apresentaram comportamento semelhante ao longo do dia (Figura 1). Na face leste,
independentemente do estrato, Tt manteve-se em torno dos 30°C, e de, por volta de 3 kPa, no
decorrer do dia (Figura 1). Os vaores de T; e de, na face oeste, foram aumentados
progressivamente ao longo do dia, de forma que T; chegou a 40°C, e de, a 6 kPa, as 15:00 h

(Figura 1), fato possivelmente associado, em larga escala, a elevada RFA; (Figura 1).
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Figura 1l - Média diéria da radiagéo fotoss nteticamente ativa interceptada pelas folhas (RFA;) (08-16:00
h) e curso diurno da RFA,, da temperatura foliar(Ty) e do déficit de pressdo de vapor entre a folha e a
amosfera (de) em folhas de café, nas faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do
dossel. Para RFA; média, barras seguidas por letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre s
(P0J0,05; teste de Newman-Keuls). As barras indicam o erro-padréo damédia (n = 6)

3.2 - Trocas gasosas e angulo foliar

Na face leste, a magnitude das trocas gasosas foi sSimilar entre os estratos, em todos os
horérios (P>0,05). Nessa face, A foi maxima as 09:00 h (PJ0,05), enquanto na face oeste A foi
mantida praticamente constante ao longo do dia (Figura 2). Nas avaliactes executadas as 12:00
h e as 15:00 h, A foi sempre maior em folhas da face oeste (PL10,05), independentemente do
estrato investigado (Figura 2). O comportamento de gs, no decorrer do dia, foi semelhante,
independentemente de faces e estratos, apresentando valor maximo as 09:00 h (P10,05) (Figura
2). Por outro lado, a razéo Ci/C, apresentou comportamento inverso entre faces, qualquer que
sgja 0 estrato considerado (Figura 2). Na face leste, Ci/C, foi menor pela manha (P0,05),
sendo incrementada ao longo do dia (P10,05), e nas folhas da face oeste, Ci/C, foi maior pela

manha (Figura 2). Redugdes em gs, na face leste, pareceram ndo estar diretamente envolvidas
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com variagdes em de, que se manteve constante ao longo do dia, mas, talvez, com o aumento de
Ci/Cs. Em folhas da face oeste, a queda de gs, a0 longo do dia, ocorreu em paraelo a
incrementos progressivos em T; e em de (Figura 2). N&o houve nenhuma variagdo no angulo
foliar ao longo do dia, independentemente da face e do estrato; entretanto, o angulo foliar foi

sempre maior (P10,05) em folhas daface oeste, em especia no estrato superior (Figura 2).
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Figura 2 - Curso diurno da taxa de assimilacdo liquida de carbono (A), da condutancia estomética (gs),
da raz&o entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (C/C,) e do angulo foliar em café, nas faces
leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do dossdl. As barras indicam o erro-padréo da média
(n=6)

3.3 - Respostas fotossintéticas a radiagao fotossinteticamente ativa

A irradiancia de saturacdo (Is) foi sempre maior nas folhas do estrato superior (PL10,05),
independentemente da face analisada (Figura 3), ficando em torno de 500 nmol (fétons) m? s?,
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nos estratos superiores, e em torno de 400 mmol (fétons) m? s?, nos estratos inferiores. De
forma similar, a irradiancia de compensacéo (I.), para folhas dos estratos superiores, foi maior
(PI0,05) em, aproximadamente, 89% na face oeste, e 68%, na face leste, assumindo valores
médios proximos de 36 mmol (fétons) m? s* nas folhas dos estratos superiores, e 20 mmol
(fétons) m? s* nas folhas dos estratos inferiores, conforme se infere da Figura 3. Ndo se

observou queda em A, independentemente dos tratamentos, até 1400 nmol (fétons) m? s™.
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Figura 3 - Respostas fotossintéticas a radiacéo fotossinteticamente ativa (RFA) em folhas de plantas de
café, nas faces oeste e leste da copa, nos estratos superior e inferior do dossel. As barras indicam o erro-
padréo damédia (n = 3)

3.4 - Fotoinibicao e fluorescéncia da clorofila a

Na antemanhd, a eficiéncia fotoquimica maxima do FSlI, avaliada pela razéo F./Fp, foi
menor em folhas da face oeste (PL10,05), especiddmente no estrato superior, no qua foi
registrado um valor de 0,72 (Figura 4), sugerindo, assim, a ocorréncia de uma discreta

fotoinibicdo crénica nessa face. Contudo, nas folhas localizadas em ambos estratos da face leste,
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aquela razéo se manteve sempre acima de 0,80. Nas folhas da face oeste, F./Fr, decaiu as 15:00
h, sendo ta queda significativa apenas no estrato inferior (PJ0,05) (Figura 4). Nenhuma
diferenca em Fq foi registrada entre folhas de diferentes faces ou estratos, tanto na antemanha
quanto no decorrer do dia (Figura 4). Houve pouca alteracdo em F,, ao longo do dia,
ressaltando-se, no entanto, que Fp, foi sempre menor nas folhas da face oeste (PL10,05),

independentemente dos estratos avaiados (Figura 4).
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Figura 4 - Eficiéncia fotoguimica méxima do fotossistema Il (F,/F,), fluorescéncia inicia (Fo) e
fluorescéncia maxima (F,,) na antemanha (A), e curso diurno desses parametros (B) em folhas de café,
nas faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do dossel. Em A, colunas seguidas por
letras diferentes sdo estatisticamente diferentes entre si (PL10,05; teste de Newman-Keuls). As barras
indicam o erro-padrdo damédia (n = 6)

O rendimento quéantico fotoquimico de transporte de elétrons através do fotossistema Il
(Frsi), O coeficiente de extingdo fotoquimica (q,) e a eficiéncia de captura da energia de
excitagdo pelos centros de reacdo abertos do fotossistema Il (F,'/Fn') apresentaram
comportamento semelhante entre estratos da mesma face (Figura 5). Esses parametros foram
bastante reduzidos as 09:00 h em folhas do estrato superior da face leste, apresentando
expressivo aumento as 12:00 h e 15:00 h (P10,05). De modo contrario, em folhas da face oeste,
osvaoresde F g, gp € F\'/Fr’ foram reduzidos em grande extensdo (PL10,05), as 15:00 h, em
relacdo aos obtidos as 09:00 h. A taxa de transporte de eétrons (TTE), independentemente de
faces e estratos, atingiu o valor méximo as 12:00 h (P10,05), sendo mantida elevada somente
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nas folhas da face oeste (PJ0,05), as 15:00 h (Figura 5). O coeficiente de extincdo néo-
fotoquimica (NPQ) e a fragdo de irradiancia ndo-utilizada na fase fotoquimica e nem dissipada
termicamente (Pg) apresentaram comportamento oposto ao apresentado  por Fegi, O €
F/'/Fy (Figura5). Nas folhas do estrato superior da face leste, NPQ e Pg foram elevados as
09:00 h. Em folhas da face oeste, em especia do estrato superior, NPQ e Pe foram méximos as
12:00 h (P0,05), sendo mantidos elevados as 15:00 h (Figura 5). Nas folhas do estrato
superior da face oeste, as 12:00 h, os valores NPQ e P foram muito maiores que os
apresentados pelas folhas do estrato inferior (PL10,05) (Figurab).
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Figura 5 - Curso diurno do rendimento quantico de transporte de elétrons através do fotossistema ||
(F k1), da taxa de transporte de elétrons (TTE), dos coeficientes de extingdo fotoquimica (gp) € ndo-
fotoquimica (NPQ), da eficiéncia de captura da energia de excitacdo pelos centros de reacéo abertos
do fotossistemalll (F,'/F.,') e dafracdo de irradiancia ndo utilizada na fase fotoquimica nem dissipada
termicamente (Pg) em folhas de café, nas faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do
dossel. As barras indicam o erro-padréo da média (n = 6)
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3.5 - Utilizacdo da radiacdo fotossinteticamente ativa em processos fotoquimicos e ndo-

fotoquimicos

Devido a grande similaridade de respostas obtidas entre folhas dos estratos de uma
mesma face, para cada valor de RFA, procedeu-se a analise dos dados médios de cada face, e
ndo dos estratos das faces. De modo geral, o incremento em RFA, particularmente acima de
450 mmol (fétons) m? s?, resultou em aumentos de NPQ e Pe paralelamente a reducdes em

F rsi1 € gp, Sendo tal resposta similar entre faces (Figura 6).
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Figura 6 - Variagdo do rendimento quantico do transporte de elétrons através do fotossistema |1
(Fesi), dos coeficientes de extingdo fotoquimica (gr) e ndo-fotoquimica (NPQ), e da energia nao
utilizada na fase fotoquimica e nem dissipada termicamente (Pg), em funcdo da radiacdo
fotossinteticamente ativa (RFA) aplicada, em folhas das faces leste e oeste da copa de plantas de café.
Para todos os par@metros, os valores representam a média dos estratos superior e inferior de cada uma
dasfaces. n=6
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3.6 - Clorofilas, carotendides e nitrogénio total

As concentragOes de clorofilas a e b foram maiores em folhas do estrato inferior
(PLJ0,05), independentemente da face (ndo mostrado). Conseguientemente, a concentracéo total
de clorofila foi maior (36%) em folhas dos estratos inferiores (PL10,05) (Figura 7). De forma
semelhante, houve maior concentracdo de carotendides totais nos estratos inferiores de cada
face anadlisada (P[J0,05) (Figura 7). N&o foi observada qualquer diferenca na razéo clorofila
a/clorofila b, bem como na razd clorofilas totaigcarotendides totais (Figura 7),

independentemente de estratos ou faces. A concentracdo foliar de nitrogénio total ndo diferiu
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Figura 7 - Concentracéo de clorofila total (Cl), de carotendides totais (Car), razdo Cl a/Cl b, razéo
Cl/Car e razéo clorofilas totaig/ nitrogénio total (CI/N) em folhas de café, nas faces leste e oeste da
copa, nos estratos superior einferior do dossel. Estatistica conforme Figura4 A

entre faces, bem como entre estratos, ficando sempre préxima a 29 g kg MS (ndo mostrado),

valor indicativo de que as plantas ndo sofreram de deficiéncia de nitrogénio (Malavolta et al.,
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1993). Assim, as menores concentragdes de clorofilas observadas nos estratos superiores néo

devem estar associadas a diferencas na disponibilidade de nitrogénio. A razéo clorofilas totais/

nitrogénio total foi sempre maior nas folhas dos estratos inferiores (PL10,05) (Figura 7).

3.7 - Atividades enziméaticas

De modo geral, folhas dos estratos superiores, de ambas as faces, apresentaram maior
atividade da SOD (P10,05) (Figura 8). Por outro lado, ndo houve nenhuma diferenca
significativa na atividade da CAT, independentemente de faces ou estratos, havendo, porém,

uma tendéncia de aumento de sua atividade nas folhas dos estratos inferiores (Figura 8). A

atividade da APX seguiu a mesma tendénciada CAT, mas as folhas do estrato inferior da face
oeste exibiram atividade de APX significativamente maior (23%) (PJ0,05) em relacdo a das

folhas do estrato superior daface leste (Figura 8).
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Figura 8 - Atividade da dismutase do superdxido (SOD), da catalase (CAT) e da peroxidase do
ascorbato (APX) em folhas de café, nas faces |leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do
dossdl. Estatistica conforme Figura4 A
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3.8 - Peréxido de hidrogénio e danos celulares

A concentragéo de H,O, foi maior em folhas dos estratos superiores, sem, contudo,
haver diferencas significativas entre folhas das faces oeste e leste em cada estrato (Figura 9).
Em relacdo a concentracdo de aldeido maldnico (MDA), ndo houve qualquer diferenca entre

seus valores médios entre estratos, bem como entre faces (Figura 9).
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Figura 9 - Concentracéo de peréxido de hidrogénio (H,O,) e de aldeido malénico (MDA) em folhas
de café, nas faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do dossel. Estatistica conforme
Figurad A

3.9 - Estresse oxidativo induzido por Paraquat (PQ)

Observou-se um decréscimo progressivo na razéo F,/Fp, na medida em que se
aumentava a concentragdo de PQ nas quais os discos foliares foram incubados (Figura 10).
Este ensaio foi repetido quatro vezes, observando-se sempre a mesma tendéncia. Néo
obstante, os decréscimos em F,/F, foram significativos (PJ0,05) a concentracdo de 5, 10 e
20 nM de PQ, para discos foliares de todos os estratos e faces, em relagdo ao tratamento-
controle (0,0 nM de PQ), mas as quedas observadas em F,/F, a partir de PQ a5 nM n&o mais
foram significativas (P>0,05). A reducdo da raz&o F./Fn, com o incremento de PQ, foi, em
média, de 60% na face oeste, contra uma reducdo de 42% na face leste, a concentracdo de 5
nmM (Figura 10). N&o houve qualquer diferenca significativa na razéo F./Fn, entre folhas dos
estratos, em cada uma das faces, mas os valores de F,/Fy, foram sempre maiores nos discos
foliares oriundos da face leste (P[10,05), em relacdo aos da face oeste, independentemente das

concentragdes nas quais os discos foram incubados (Figura 10).
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Figura 10 - Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il (F,/F,) em discos foliares de café, das
faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior das plantas, submetidos a solugbes de
Paraquat (PQ) em diferentes concentracfes. As barras indicam o erro-padrdo da média (n = 6)

De maneira geral, incrementos na concentracdo das solugdes de PQ, de 0,0 para 10
nmM, resultaram em acréscimo na atividade da SOD em discos foliares da face leste (PJ0,05),
e na manutengdo na atividade dessa enzima em discos foliares da faces oeste,
independentemente do estrato considerado (Figura 11). A excegdo do estrato superior da face
oeste, PQ a 20 nmM acarretou queda na atividade da SOD em relagdo a concentracédo da 10 iVl
(PUO0,05). Sob diferentes concentragbes de PQ, discos foliares dos estratos superiores
apresentaram maior atividade de SOD em relacéo aos inferiores (PL10,05) (Figura 11). Para
CAT, os tratamentos com PQ, particularmente a 20 mM, resultaram em queda da atividade da
enzima (PJ0,05), exceto em discos foliares do estrato superior da face leste (Figura 11).
Considerando-se as diferentes concentracdes de forma isolada, quase ndo houve diferencas na
atividade de CAT entre estratos e faces (Figura 11). De forma similar a CAT, a atividade da
APX foi reduzida nos discos foliares tratados com PQ (Figura 10). De modo geral, PQ, a 5
nM, resultou em queda na atividade de APX (P0,05), ndo se observando decréscimos
adicionais a concentracOes de PQ superiores aguela. Para cada concentracéo de PQ, houve
tendéncia de maior atividade de APX nos discos foliares dos estratos superiores,
principalmente na face oeste (Figura 11). Nos discos foliares do estrato superior da face oeste,
ndo houve variacdo na atividade de GPX com o incremento da concentragéo de PQ, porém, no
estrato inferior dessa face, e em ambos estratos da face leste, a atividade méaxima da enzima
ocorreu com PQ a 10 nM (P0,05) (Figura 11). Dentro de cada concentragéo de PQ, discos
foliares dos estratos inferiores, das duas faces, apresentaram (PL10,05), ou pelo menos
tenderam a apresentar, maior atividade de GPX, exceto discos foliares da face leste, a 10 niM
(Figura1l).
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Figura 11 - Atividade da dismutase do superdxido (SOD), da catalase (CAT), da peroxidase do
ascorbato (APX) e da peroxidase da glutationa (GPX) em discos foliares de café, das faces leste e
oeste da copa, nos estratos superior e inferior das plantas, tratados com Paraquat (PQ) a diferentes
concentracOes. Letras minusculas diferentes denotam diferencas significativas entre as posi¢des na
copa, em cada concentracdo de PQ (P0,05, Newman-Keuls). As barras indicam o erro-padréo da
média (n = 6)
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4.0 - DISCUSSAO

Os valores maximos das taxas de assimilacdo liquida de carbono (A) foram, de modo
geral, extremamente baixos e similares aos observados por Chaves (2005) em café cultivado
em campo, sob condi¢des semelhantes as deste trabalho. Tais valores sdo bem inferiores aos
valores méximos ja relatados para café cultivado em condices de campo (~12 nmol m? s%),
conforme observado por Silva et a. (2004). Mesmo no periodo da manhg, especialmente em
folhas daface leste, quando gs e Ci/C, foram relativamente elevadas e RFA, ja era saturante, A
foi muito baixa, indicando a ocorréncia de limitagdes ndo-estomaticas a fotossintese. No
cafeeiro, tais limitagbes parecem ser largamente consequéncia de temperaturas noturnas
relativamente baixas, ainda que os fatores ambientes se mostrem favoraveis a fotossintese
(Silva et a., 2004; DaMatta et al., 1997; Bauer et a., 1985). Nas folhas da face oeste, apesar
de gs e CGi/C, terem decrescido ao longo do dia, A permaneceu constante, evidenciando que o
fechamento estomatico pouco ou nada afetou o comportamento de A. Registre-se, ndo
obstante, que, em alguns horarios, RFA; foi bem inferior aguela necessé&ria para saturar a
maquinaria fotossintética e, por conseguinte, limitagdes de luz a fotossintese podem revestir-
se de grande importancia.

As folhas localizadas nos estratos superiores, de ambas as faces, apresentaram maior |
e ¢, relativamente as das folhas dos estratos inferiores, provavelmente devido a maior RFA;
em grande parte do dia. Conforme aqui observado, em folhas isoladas de café, os valores de |
sd0 normamente baixos, entre 300-600 mmol (fétons) m? s*, com plantas cultivadas a
sombra, ou folhas mais internas da copa, mostrando os menores valores (Kumar & Tieszen,
1980). Além de menor I € I, as folhas dos estratos inferiores apresentaram, ainda, menor
massa foliar especifica (ndo mostrado), maior concentracéo de clorofila por unidade de massa
e menor angulo foliar, modificacBes tipicas de folhas de ambientes sombreados (DaMatta,
2004c).

Para se protegerem de irradidncia em niveis potencialmente injuriosos, as plantas
podem desenvolver atributos para minimizar a exposicéo e/ou mesmo a absorcdo da energia
radiante, via, por exemplo, aumentos do angulo foliar e/ou diminuicdo da concentragdo de
clorofilas, dentre outros. Esses atributos, combinados ou ndo, podem ter impactos profundos
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na fotoprotecéo das plantas (Bjorkman & Demming-Adams, 1995). As folhas da face oeste,
particularmente as do estrato superior, exibiram maior inclinacdo foliar, que seria uma
vantagem por reduzir a interceptacdo de excesso de luz por unidade de érea nas horas de
maior elevacdo solar (Jiang et a., 2006; Falster & Westoby, 2003). Porém, no periodo da
tarde, conquanto ndo ocorreu alteracdo na inclinacéo foliar, a declinagdo natural do sol faria
com que essas folhas interceptassem luz em maior intensidade, uma vez que receberiam luz
perpendicularmente, o0 que pdde ser observado a partir das 13:00 h (Figura 1). A ndo-alteracéo
do angulo foliar, ao longo do dia, pode indicar que tal atributo sga determinado pelas
condicdes ambientes durante a formacdo e expansdo da folha, conforme observado em
eucalipto, no qual os angulos azimutal e de inclinagdo da folha sdo determinados pela
disponibilidade e direcionalidade da luz durante o crescimento (James & Bell, 2000). Por
outro lado, a pouca habilidade de modificagdo da inclinacéo foliar, durante o dia, poderia ser,
pois, uma desvantagem para as plantas, uma vez que menor seria a capacidade de
interceptacdo de luz quando em menor intensidade (Falster & Westoby, 2003). Em todo caso,
Chaves (2005) observou que folhas de café aumentaram seu angulo de inclinacdo ao longo do
dia nas horas mais quentes em dias de verdo, mas néo em dias de inverno.

Em paralelo a0 maior angulo de inclinagéo foliar, a reducéo da concentracdo de
clorofilas, nas folhas dos estratos superiores, deve ter auxiliado na reducdo da absortancia
foliar e, pois, reduzido a quantidade total de energia efetivamente absorvida pelos
fotossistemas. As reducdes na concentracdo de clorofilas podem estar associadas a processos
fotooxidativos (Krause, 1988) ou com alteracdes na organizacdo dos fotossistemas, de modo a
servir como um mecanismo fotoprotetor (Elvira et al., 1998, Ottander et al., 1995),
prevenindo uma fotodestruicdo severa do cloroplasto. Ademais, a constancia da razéo
clorofila a/ clorofila b, independentemente de faces ou estratos, sugere um investimento
proporcional de nitrogénio nos complexos coletores de luz (Lambers et al., 1998). No entanto,
a reducéo da razdo clorofilas totaig/ nitrogénio total, em folhas dos estratos superiores, pode
indicar uma reducdo na quantidade de nitrogénio alocada naguel es complexos, possivel mente,
devido a maior disponibilidade de luz as folhas dos estratos superiores.

Independentemente da localizagéo das folhas nas faces ou estratos, ndo foi observado
decréscimos em A até cerca de 1400 mmol (fétons) m? s (Figura 3), conforme j& relatado
por Ramaho et al. (2000). Isso pressupbe que o café tenha mecanismos eficientes para
dissipar, por vias fotoquimicas ou ndo-fotoquimicas, o excesso da energia radiante incidente.
De fato, neste trabalho, as folhas dos diferentes estratos e faces comportaram-se de forma
similar na utilizacdo fotoguimica e ndo-fotoquimica da RFA, conforme ja observado por
Chaves (2005), trabalhando com plantas de café cultivadas a pleno sol ou sob 50% de sombra.

23



Independente de face analisada, 0 aumento de NPQ, na medida em que RFA foi incrementada
(Figura 6), indica que uma fragdo da radiacéo absorvida foi dissipada termicamente (Maxwell
& Johnson, 2000). Contudo, em irradiancias elevadas, folhas de ambas as faces utilizaram
menor proporcdo de energia radiante nas reacfes fotoquimicas, aumentando Pe. 1sso sugere,
pelo menos em condi¢cbes de curta exposicdo a altas irradiancias, que a capacidade de
utilizacdo fotoquimica pode ser menor que a capacidade de dissipacdo térmica, acarretando,
por conseguinte, um aumento em Pg, fato que poderia levar a ocorréncia de danos
fotoinibitérios ou fotooxidativos (Chaves, 2005). Entretanto, outros mecanismos parecem
importantes na dissipacdo do excesso de energia, uma vez que, em condi¢des de campo, as
folhas da face oeste, mesmo com a elevacdo de NPQ, apresentaram elevado Pg a partir das
12:00 h, sem, contudo, haver danos celulares consideraveis em folhas dessa face, em relacéo
as da face leste. Concomitantemente, estes dados suportam a assercdo de que o cafeeiro,
apesar de sua origem em ambientes sombreados, apresenta uma plasticidade relativamente
elevada de sua maguinaria fotossintética as variacbes da irradiancia (DaMatta, 2004b, c;
DaMatta & Rena, 2002). A aparente contradicdo entre a origem de sombra e tal plasticidade
poderia ser explicada, considerando-se que, pelo menos no Brasil, as cultivares de café
atualmente plantadas foram selecionadas em ensaios de competicéo conduzidos a pleno sol,
sob espacamentos largos e, portanto, tais cultivares podem, potencialmente, apresentar maior
capacidade de aclimatacdo/adaptacdo a dtas irradiancias (DaMatta, 2004c).

Foram observados, nas folhas da face oeste, baixos valores para F,/F, associados
com menores valores de Fr,, e manutencdo de Fo, mesmo na antemanhd, especialmente em
folhas do estrato superior. Estes dados sugerem a ocorréncia de uma discreta fotoinibicéo
crénica, na medida em que ndo se observou recuperacdo da eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII na antemanhd, fato, porém, exclusivo a folhas da face oeste, e de maior amplitude no
estrato superior. Chaves (2005) e DaMatta et a. (1997) também observaram fotoinibicdo
crénica em plantas de café em condicGes de temperaturas noturnas relativamente baixas. A
base tedrica que explicaria o decréscimo observado em Fr,, sem, contudo, haver variacdo de
Fo, pode ser descrita pelo aumento na dissipacdo térmica proporcionada pela desativacédo de
centros de reacdo do FSII (Bertamine & Nedunchezhian, 2003; Greer, 1995; Havaux, 1994).
Isso ndo impede que fotodanos tenham ocorrido nos centros de reacéo de FSII, considerando-
se a consténcia de Fo, que pode ser interpretada como um balango entre dois processos
opostos. aumento de Fo, consequiéncia de danos fotoinibitérios, e queda de Fo, resultante de
fotoprotecdo (Greer, 1995; Osmond, 1994; Franklin et a., 1992). De acordo com Martinez-
Ferri et a. (2004), a ocorréncia de fotoinibicdo cronica em espécies da Europa mediterranea

seria uma consequéncia de baixas temperaturas combinadas com elevada irradiancia, que
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induziriam a manutencéo de altas concentracfes de zeaxantina durante o periodo noturno, e,
também, devido ao efeito cumulativo de fotodanos. Segundo Garcia-Plazaola et a. (1999), a
retencéo de zeaxantina durante a noite ndo seria restrita a condicdes extremas de inverno, mas
poderia ser, provavelmente, uma resposta geral de arvores sempre-verdes, mesmo em regifes
com invernos amenos, como seria o da regido de Vigosa (Chaves, 2005). Apesar de néo ter
ocorrido nenhuma diferenca na concentracdo de carotendides entre folhas das faces leste e
oeste, a simples alteracdo na composi¢do de carotendides nas folhas mais expostas a periodos
prolongados de alta irradiancia, via operacdo do ciclo das xantofilas, poderia ser importante
no aumento da capacidade de dissipacdo da energia de excitagdo (Tausz et a., 2004; Lambers
et a., 1998; Demmig-Adams & Adams, 1992). Resta investigar, pois, se a exposicdo a
periodos prolongados de irradiancia em excesso das folhas da face oeste estaria efetivamente
envolvida na alteracdo da composicdo de carotendides responsaveis pelo aumento na
dissipagcdo de energia luminosa. De qualquer forma, a baixa taxa fotossintética, combinada
com a elevada RFA| pelas folhas dos estratos da face oeste, no periodo da tarde, muito além
da saturacdo da fotossintese, foram, possivelmente as causas da variacdo espacia da
fotoinibicdo cronica observada nas folhas de café€, sob condic¢bes de campo.

Apesar de F g € gp haverem diminuidos a tarde, nas folhas da face oeste (Figura 5),
TTE permaneceu elevada, principamente em virtude de RFA; ter sido muito ata, que
compensou 0s decréscimos daqueles parametros. ConseqUentemente, em virtude do
desequilibrio entre a absorcdo e utilizacdo de RFA (TTE foi elevada significativamente,
engquanto A permaneceu praticamente constante), uma maior pressdo de excitagdo ocorreu nas
folhas da face oeste, que apresentaram, pois, capacidade muito maior de geracéo de poder
redutor e ATP, relativamente a das folhas da face leste. Uma vez que 1- g, € uma medida do
estado de reducéo do aceptor primario de elétrons no FSII (Qa) (Krause & Wels, 1991), pode-se
sugerir que, no periodo da tarde, sob maior estresse luminoso, a re-oxidacdo de Qa foi menos
efetiva nas folhas da face oeste, acarretando uma maior fragdo dos centros de reacdo do FSlI
‘fechados'. Esses centros representam uma fragéo do FSII que esta propensa a sofrer danos
fotoinibitorios por excesso de excitagdo (Mohotti & Lawlor, 2002; Maxwell & Jasieniuk, 2000).
N&o obstante, neste trabal ho, apenas uma modesta fotoinibicdo dinamica, caracterizada por uma
pequena queda de F./Fn, no periodo da tarde, no estrato inferior da face oeste, foi identificada.
Conseguentemente, isso ndo deve estar associado a fotodanos, mas a eficiente dissipacdo de
energia ndo-radiativa observada, provavelmente por mecanismos rapidamente reversivels
intrinsecos ao FSII, e.g. via ciclo das xantofilas (Martinez-Ferri et a., 2004; Niinemets & Kull,
2001; Demmig-Adams et a., 1996; Long et al., 1994; Demmig-Adams & Adams, 1992). Com
efeito, o decréscimo de F,'/F,,’ observado em folhas da face oeste, que poderia indicar a
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ocorréncia de fotoinativagdo do FSII (Martinez-Ferri et a., 2004), ocorreu em paraelo a um
aumento expressivo de NPQ, indicando elevacdo na dissipacdo de caor, fato de grande
importancia na protegdo da maguinaria fotossintética contra os efeitos deletérios do excesso de
luz (Jiang et al., 2006; Tambuss et al., 2004; Behera & Choudhury, 2003). Por conseguinte, a
fotoinibicdo dindmica aqui observada pode ser encarada como uma estratégia de aclimatacdo do
FSlI, traduzindo-se em protecdo contra nivels de luz potencialmente injuriosos (Asada, 1999,
Osmond, 1994), como aqueles aos quais as folhas da face oeste da copa estavam submetidas.

O excesso de energia luminosa ndo utilizado para a fixagdo de CO,, no ciclo de
Calvin, deve ser dissipado, para evitar aformagdo excessiva de ERO’s, que levaria ao estresse
oxidativo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998). Quando a capacidade de
dissipacdo do excesso de energia de excitagdo € saturada, a atuacdo eficiente do sistema
enzimatico antioxidativo pode ser de fundamental importancia na protecéo celular, limitando
a ocorréncia do estresse oxidativo. Neste trabalho, porém, a atividade das enzimas
antioxidativas pouco diferiu entre tratamentos. Deve-se destacar, contudo, que a atividade da
SOD foi maior nas folhas dos estratos superiores do dossel, mas sem aumentos
correspondentes da atividade da CAT e da APX, o que pode, pelo menos em parte, explicar o
maior acimulo de H,O; nas folhas dos estratos superiores.

O aumento, ou pelo menos, a manutencéo da atividade da SOD e da GPX observado
nos diferentes tratamentos, na medida em que o estresse oxidativo foi potencializado, seriaum
mecanismo importante de defesa contra o estresse oxidativo. Porém, isso foi, de modo geral,
acompanhado de redugdes nas atividades da APX e CAT, sugerindo, pelo menos em parte,
uma acdo ineficiente do sistema enzimatico, no sentido de promover protecdo celular
adeguada. Aumentos nas atividades de SOD, paralelamente a reducéo das atividades de CAT
e de APX, em resposta ao estresse oxidativo induzido por PQ, também foi observado por
Oliveira (2005), trabalhando com dois clones de C. canephora. Em todo caso, a maior
reducdo da eficiéncia fotoguimica nas folhas dos estratos da face oeste, quando se induziu o
estresse oxidativo com PQ (Figura 10), ndo deve estar relacionada a uma atividade enzimética
diferencial nessa face, mas, sim, com a menor eficiéncia fotoquimica que as folhas ja
manifestavam em condicdes de campo. Outrossim, devido as enzimas do estresse oxidativo,
de modo geral, terem apresentado atividade semelhante entre folhas das duas faces, as folhas
localizadas na face oeste da copa, por estarem submetidas a um maior estresse luminoso,
parecem sujeitas de forma mais marcante ao estresse oxidativo. Mesmo assim, ndo foram
observados danos celulares em folhas da face oeste, sugerindo que outros sistemas de

fotoprotecdo, e.g., ciclo das xantofilas e fotorrespiracdo, possam ter grande importancia na
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protecdo da maguinaria fotossintética das folhas dessa face, quando expostas a elevada

irradiancia.
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5.0 - CONCLUSOES

Ainda que as taxas fotossintéticas tenham sido sobremodo baixas, e a RFA; ter variado
apreciavelmente no dossel, observou-se apenas uma discreta fotoinibicdo cronica,
particularmente nas folhas que interceptam RFA em maior extensdo. Ademais, poucas foram
as diferencas na capacidade antioxidativa enzimética, na concentracdo de pigmentos
fotossintéticos e na magnitude de danos celulares, quando foram comparadas folhas de
ambientes luminicos distintos. 1sso sugere que o café, apesar de sua origem em ambientes
sombreados, seja uma espécie com plasticidade consideravelmente el evada de sua maquinaria
fotossintética as variagbes da irradiancia, dissipando satisfatoriamente, por vias fotoquimicas

ou nao-fotoquimicas, o excesso da energia absorvida.
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