PAULO CESAR DIAS

VARIACAO ESPACIAL DA FOTOSSINTESE E DE MECANISMOS DE
FOTOPROTECAO NO CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pds-Graduagao
em Fisiologia Vegetal, para obtencdo do
titulo de Magister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL

2006



Ficha catalografica preparada pela Secao de Catalogacao e
Classificacao da Biblioteca Central da UFV

T

Dias, Paulo Cesar, 1980-
D541v Variagao espacial da fotossintese e de mecanismos
2006 de fotoprotecao no cafeeiro (Coffea arabica L.) / Paulo

Cesar Dias. — Vicosa : UFV, 2006.
xiii, 34f. : il. ; 29cm.

Orientador: Fabio Murilo da Matta.
Dissertagdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vigosa.

Referéncias bibliograficas: f. 29-34.

1. Café - Fotossintese. 2. Café - Efeito da radiacdo
solar. 3. Luz - Efeito fisiolégico. 4. Fotoquimica.
5. Coffea arabica. 1. Universidade Federal de Vigosa.
L. Titulo.

CDD 22.ed. 572.462393




PAULO CESAR DIAS

VARIACAO ESPACIAL DA FOTOSSINTESE E DE MECANISMOS DE
FOTOPROTECAO NO CAFEEIRO (Coffea arabica L.)

Tese apresentada a  Universidade
Federal de Vicosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagao
em Fisiologia Vegetal, para obten¢do do
titulo de Magister Scientiae

APROVADA: 16 de fevereiro de 2006

Prof® Marcelo Ehlers Loureiro Prof® Marco Aurélio Pedron e Silva
(Conselheiro)
Prof® Raimundo Santos Barros Dr. Jailson Lopes Cruz

Prof® Fabio Murilo DaMatta
(Orientador)



Aos meus pais, Ildefonso e Cecilia,

Pela presenca constante, pelo apoio incondicional,
pelo Amor, pela dedicacdo, por tudo...

Aos meus irmdos, Maristela, Deusdete, Fonsinho, Jair,

Joel, Ana, Jodo, Rosdria (in memoriam), Rosa e
José Licio

i



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ndo ter me dado nada do que pedi, mas tudo de que precisava.

A Universidade Federal de Vigosa, ao Departamento de Biologia Vegetal e ao curso
de P6s-Graduacao em Fisiologia Vegetal, pela oportunidade de realizac@o deste curso.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo
suporte financeiro.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais - FAPEMIG, por parte
dos recursos fornecidos desprendidos para a realizagcdo deste trabalho.

Ao Prof. Fabio Murilo DaMatta, pela orientagdo, amizade e apoio durante todo o
desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus pais (Cecilia e Ildefonso), irmaos [Maristela, Deusdete, Fonsinho, Jair, Joel,
Ana, Jodo, Rosaria (in memoriam), Rosa e José Licio], sobrinhos (Zeca, Fabricio, Jovane,
Luana, Jamila, Patricia, Camila, Bruna, Jodo Vitor, Diego), pelo suporte familiar.

A Daiane, pois, mesmo a distancia, faz-me viver a vida de forma mais feliz.

Aos inesqueciveis amigos, Carlos Eduardo e Welison, pela boa convivéncia e muitas
gargalhadas na Republica “Acima da Perfeicdo”.

Ao grande amigo Marcio, companheiro de curso, e Rafael, que, juntos, compdem a
Republica “Anexa a Acima da Perfei¢dao”.

A Bruno, Aldo e Flavia, pela amizade e aconselhamentos no inicio do curso.

Aos professores conselheiros Marcelo Ehlers Loureiro e Marilia Contim Ventrella, por
todo auxilio prestado.

Aos professores Marco Aurélio Pedron e Silva e Raimundo Santos Barros, e ao Dr.
Jailson Lopes Cruz, pela participa¢io na banca examinadora.

A todos professores do curso de Poés-Graduacdo em Fisiologia Vegetal, pelos
ensinamentos, amizade e paciéncia.

Aos amigos e companheiros do Grupo Café: Wagner, Gustavo, Angela, Roberto,
Agnaldo, Karine, Marcelo, Paulo Cezar (PC II), Elaine Celin, Marco Tilio, Samuel, Claudio e
Hugo, pela colaboracdo e participag¢do nas diversas etapas do desenvolvimento deste trabalho,
fazendo com que a rotina se tornasse, quase sempre, divertida e prazerosa.

Aos amigos e colegas da Fisiologia: Ana Maria, Elaine, Werner, Carol, Gabriela,

Rafaela, Dimas, Mauricio, Vania, Rita, Alexandra, Ricardo, Felipe, Franciele, Daniela,

il



Fransciscleudo, Adriano, Camilo, Mercés, Geraldo (Marreco), Carlos Raimundo, Zé Maria,
Z¢ Antonio, Osvaldo, Reginaldo e Toninho.
A todos aqueles que, de uma forma ou de outra, contribuiram para a conclusio de mais

esta etapa.

v



BIOGRAFIA

PAULO CESAR DIAS, filho de Ildefonso Dias e Cecilia Carlete Dias, nasceu no dia
04 de abril de 1980, em Alegre, Estado do Espirito Santo.

Concluiu o ensino basico no ano de 1997, na escola de 1° e 2° Graus “Arquimimo
Mattos”, em Piacu, ES.

Em abril de 1999, iniciou o curso de Agronomia, na Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), colando grau em 29 de novembro de 2003. Durante a graduacdo, exerceu a
funcdo de monitor de algumas disciplinas, dentre elas, Fisiologia Vegetal. Participou também
do Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica (PIBIC/CNPq), na linha de pesquisa
de Germinacdo de Sementes de Espécies Florestais, pela Universidade Federal do Espirito
Santo (CCA-UFES).

Em marco de 2004, ingressou no curso de Mestrado do Programa de Pds-Graduagao
em Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa — MG, na linha de
pesquisa Fotossintese e Produtividade em Plantas Tropicais e Subtropicais, submetendo-se a

defesa de tese em 16 de fevereiro de 2006.



LISTA DE ABREVIATURAS

A = taxa de assimila¢do liquida de carbono

APX = peroxidase do ascorbato

CAT = catalase

Ci/C, = razdo entre as concentragdes interna e ambiente de CO,
ERQ’s = espécies reativas de oxigénio

Fy = fluorescéncia inicial

Fy =Fyadaptada a luz

F, = fluorescéncia maxima

F,,’ = fluorescéncia maxima da amostra a luz

F, = fluorescéncia constante

FS = fotossistema

F\/Fy, = eficiéncia fotoquimica maxima do FSII

F\’/F,’ = eficiéncia na captura de energia de excitac@o pelos centros de reacdo abertos
do FSII

GPX = peroxidase da glutationa

gs = condutancia estomética

I. = irradiancia de compensacgao

I = irradiancia de saturagcdo

MDA = aldeido maldnico

N = nitrogénio

NPQ = coeficiente de extin¢gdo ndo-fotoquimica

Py, = fracdo da irradiancia nao utilizada na fase fotoquimica do FSII e nem dissipada
termicamente

PQ = paraquat

gp = coeficiente de extin¢do fotoquimica

RFA = radiacdo fotossinteticamente ativa

RFA; = RFA efetivamente interceptada pela folha

Vi



SOD = dismutase do superdxido

T.m = temperatura ambiente

T¢ = temperatura foliar

TTE = taxa de transporte de elétrons

de = déficit de pressdo de vapor entre o interior da folha e a atmosfera

®ggr = rendimento quantico fotoquimico do FSII

vii



CONTEUDO

RESUIMO. ...ttt e X

ADSEFACE. ...ttt e xii
1.0 - INErodUCAO. ..o 1
2.0 - Material € MEtOdosS...............coouveieriieiiieieciieieeieeee ettt 5

2.1 - Parametros agrometeoroldgicos, radiacdo fotossinteticamente ativa

interceptada pela folha, temperatura foliar e inclinagdo foliar....................
2.2 - TTOCAS ZASOSAS...eeuvierurreeirieeireeeieeesteeesiteeessaeesssaeensseeessseeasresssseeessseesssseens 6
2.3 - Parametros de fluOreSCENCIA. .......eevuiieiieriiiiiieiieceeeceeee e 6
2.4 - PIZIMENLOS. .. .etieeiiieeiiieeeieeeeiteesiieeesiteeeeteeetaeeeteeesaseeessseeesssaeessseesnsseesnsseennns 7
2.5 - NItrog@nio tOtal...c...eieeiieeiiieeiiie ettt et e e e e e e e 7
2.6 - Estresse oxidativo induzido por Paraquat .........c...cecceevveeciienieniienceneennne. 7
2.7 - Atividades eNZIMALICAS. .....coveerureriieiierieeite ettt 8
2.8 - Perd6xido de hidrogénio e danos celulares.........c.cceevvveenieeecieencieeenieeennee. 8
2.9 = ESTAISTICA. c..veeeuitieeiieeeite ettt ettt ettt ettt st 8
3.0 - ReSUItAdOS. .......cooueiiiiiiiiiice e 10
31 - AMDICNLE. ....ueiiiieiiiiiecteee ettt st 10
3.2 - Trocas gasosas € AngUIO fOlIAr.........cceevcuieiriiiiiiieeiie e 11
3.3 - Respostas fotossintéticas a radiagdo fotossinteticamente ativa................... 12
3.4 - Fotoinibicao e fluorescéncia da clorofila d@..........ccceevevveeviieeniienniienieenee, 13
3.5- Utilizagﬁq da radiacdo thossinteticamente ativa em processos 16

fotoquimicos € NA0-fOtOqUITMICOS. ......cccvvieriiieriieeiie et
3.6 - Clorofilas, carotendides € nitrog€nio total..........cccceeeevievieniieiieniieniieeneens 17

viii



3.7 - AtIVIAAdES ENZIMATICAS .. uu e eeeeeneeeeeee e e e e eee e e e e eeeeeeereeeeenans 18

3.8 - Peroxido de hidrogénio e danos celulares...........cccceeceveiienieiiinicnicennen. 19
3.9 - Estresse oxidativo induzido por Paraquat ...........cccccceeeevieriieniieeieenienneens 19
4.0 - DESCUSSAO. ......coueiiiiiiiieeiieeeeet ettt ettt sttt et 22
S.0 - CONCIUSDES......c..ooiiiniiiiiiiicieeeet ettt sttt sttt sbeeae s 28
6.0 - Referéncias Bibliograficas................ccoccooiiiiiiieiinieeeeeee e 29

X



RESUMO

DIAS, Paulo Cesar, M.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2006. Variacao
espacial da fotossintese e de mecanismos de fotoprotecio 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 ardbica cultivadas em campo e
orientadas no sentido norte-sul, em Vigcosa-MG, objetivando-se identificar potenciais
mecanismos de fotoprotecdo e avaliar como tais mecanismos se ajustariam espacial e
diurnamente. Para isso, procederam-se as avaliacdes em diferentes posi¢des da copa, em
agosto de 2005, época relativamente fria, seca e com alta insolacdo, na qual o cafeeiro exibe
taxas muito baixas de fotossintese. As baixas taxas fotossintéticas foram largamente
resultantes de limitacdes ndo-estomaticas. Isso, aliado a elevada interceptacdo da radiacdo
solar, particularmente pelas folhas da face oeste a tarde, traduziu-se numa discreta
fotoinibicao cronica da fotossintese. De modo geral, menores valores do rendimento quéntico
fotoquimico do fotossistema Il (Pgsy) foram acompanhados por incrementos paralelos no
coeficiente de extin¢do ndo-fotoquimica, indicando aumento na capacidade de dissipacdo de
calor. Ademais, a taxa de transporte aparente de elétrons aumentou, a tarde, nas folhas da face
oeste, fato largamente associado a elevada irradiancia interceptada por aquelas folhas, a
despeito dos decréscimos observados em Pgsy € no coeficiente de extingdo fotoquimica.
Como conseqiiéncia, uma maior pressdo de excitacdo ocorreu nas folhas da face oeste,
resultando no aumento da propor¢cdao de energia nao utilizada na fase fotoquimica e nem
dissipada termicamente. De modo geral, as folhas do cafeeiro, independentemente de faces ou
estratos, apresentaram capacidade similar de dissipacdo da radiagdo fotossinteticamente ativa
em processos fotoquimicos e ndo-fotoquimicos. Isso sugere que o cafeeiro pode dissipar, de
forma aparentemente satisfatoria, o excesso da energia absorvida, apresentando capacidade de
resposta plastica de sua maquinaria fotossintética as variacdes da irradiancia. Maiores angulos

foliares mostraram-se relacionados a maior interceptacdo de luz pelas folhas dos estratos

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



foi maior em folhas dos estratos inferiores, mas ndo houve nenhuma alteracdo na razao
clorofila a/clorofila b. As atividades da dismutase do superoxido (SOD), da catalase (CAT) e
da peroxidase do ascorbato (APX), foram, de modo geral, 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 per6xido
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 Paraquat, mas uma
maior reducdo da eficiéncia fotoquimica nas folhas dos estratos da face oeste foi observada, a
semelhanga do que ocorreu em condi¢des 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, nao houve danos celulares consideraveis, estimados pelo
acumulo de aldeido maldnico. Uma vez que a atividade das enzimas estudadas foi muito
similar, independentemente da posi¢do 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 elevada irradiancia.
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ABSTRACT

DIAS, Paulo Cesar, M.S., Universidade Federal 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
spatially and diurnally adjusted. It was conducted in an arabica coffee tree plantation (north-
south-oriented hedgerows) in Vicosa, 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 II (Ppgy) 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 ®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 photochemical 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 sampled leaves. However, a greater

SOD activity was found in upper stratum leaves that could be associated with a larger

xii



hydrogen peroxide concentration in those leaves. Little, if any, differences in the activities of
SOD, CAT, APX and glutathione peroxidase were observed in paraquat-treated leaves. A
stronger decrease in the maximum efficiency of photosystem II was registered in paraquat-
treated west-faced leaves, similarly to what occurred in the field. Despite west-faced leaves
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 econdmica no mercado mundial de café: C. arabica L. (café Ardbica)
e C. canephora Pierre ex Froehner (café Robusta). O café € a mercadoria mais importante do
comércio mundial de produtos agropecudrios, representando uma fonte importante de renda
para vdrios paises da América Latina, Africa e Asia (DaMatta, 2004a). Atualmente, o café
ardbica responde por, aproximadamente, dois tercos do café produzido mundialmente, e o café
Robusta, pelo restante.

Origindrio da Africa, onde é encontrado como vegetacio de sub-bosque e, portanto, em
ambientes sombreados, o café expandiu-se e adaptou-se as mais variadas condi¢des ecoldgicas,
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
Rondonia, em altitudes que variam de poucos metros até mais de 1000 m. Em decorréncia
disso, as condicdes climéticas as quais a cultura € 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 al., 1997; DaMatta & Maestri, 1997), fato que
pode acarretar decréscimos substanciais tanto no crescimento vegetativo como na fotossintese
(Silva et al., 2004)

Plantas cultivadas em condi¢des de baixa temperatura podem apresentar diversas
modifica¢des nos diferentes componentes da maquinaria fotossintética, incluindo redugdo da
abertura estomatica (Fryer et al., 1995; Scharberg et al.,1995; Pefia-Valdivia et al., 1994), danos
as membranas fotossintéticas (O’kane et al., 1996; Hayden & Baker, 1990), alteracdes na
cinética da fluorescéncia da clorofila a (Martinez-Ferri et al, 2004; Haldimann el al., 1996;
Lovelock & Winter, 1996; Fryer et al., 1995; Schaberg et al., 1995), alteracdo da atividade de
enzimas fotossintéticas (Schaberg et al., 1995) e aumento da resisténcia mesofilica (Ferris et al.,
1996; Kumar & Tieszen, 1980). Assim, em virtude de um longo tempo de exposicdo a baixas
temperaturas, algumas dessas alteracdes, combinadas ou ndo, podem acarretar, como
conseqiiéncia final, a reducdo da taxa fotossintética. Isto, por seu turno, reduz a irradiincia de
saturacdo (/;) (Martinez-Ferri et al., 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 al, 2001). A
fotoinibicdo € manifestada por uma queda na eficiéncia fotoquimica do fotossistema (FS) II
(Pandey et al., 2005), que pode ser avaliada pela razdo entre a fluorescéncia varidvel e a
fluorescéncia maxima (F,/Fy,) da clorofila a (Krause & Weis, 1991). Essa razao pode ser usada
como um indicador sensivel do desempenho fotossintético das plantas (Maxwell & Johnson,
2000), com valores 6timos em torno de 0,80 - 0,83, medidos em vdrias espécies vegetais
(Bjorkman & Demmig, 1987).

Decréscimos em F,/F;,, podem ser atribuidos a, pelo menos, dois processos (Osmond,
1994). O primeiro, denominado de fotoinibicao dinamica, 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 al.,, 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 al., 2004; Ishida et al., 1999), a processos reparatérios
ou a danos permanentes na maquinaria fotoquimica (Osmond, 1994). A fotoinibi¢do dinamica
deve ser considerada como a capacidade de as plantas ajustarem-se fotossinteticamente as
condicdes ambientes prevalecentes, € ndo implicaria em danos & maquinaria fotossintética
(Hurner et al., 1996). Porém, a inativacdo dos centros de reacdo do FSII, via ocorréncia de
danos a proteina D; do centro de rea¢do do FSII, pode também agir na dissipacdo efetiva de
energia (Long et al., 1994). Contudo, a fotoinibi¢do dinamica e a fotoinibicdo cronica sio
processos co-ocorrentes e suas contribuicdes respectivas dependem da extensao do excesso de
fétons durante a exposicao a luz (Russell et al., 1995). A proporc¢ao relativa de cada um desses
processos pode ser determinada seguindo-se as respostas de recuperagdo de F\/Fy, de tecidos
foliares adaptados ao escuro (Eggert et al., 2003; Krause & Weis, 1991). O primeiro estadio de
recuperacdo de F\/Fy, é rapidamente reversivel, com duracdo menor que 1 h (Ishida et al., 1999;
Thiele et al., 1996), envolvendo a epoxidacdo da zeaxantina (Eggert et al., 2003). A recuperacdo
em um segundo estddio envolve a degradacgdo e sintese ‘de novo’ da proteina D; (Eggert et al.,
2003), com duragdo superior a 1 h (Ishida et al., 1999; Thiele et al., 1996).

A ocorréncia de fotoinibi¢do cronica pode ser analisada via medicao da razao F\/Fy, na
antemanha (Ishida et al., 1999). Decréscimos nessa razao durante o inverno t€ém sido associados
com o aumento na dissipacdo térmica de energia radiante, estando ainda relacionados com a
retencdo de elevadas concentracdes de componentes desepoxidados do ciclo das xantofilas

(zeaxantina e anteraxantina) (Garcia-Plazaola et al., 1999; Bjorkman & Demmig-Adams, 1995),
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que protegeriam, assim, o FSII de sobre-excitacio e de fotodanos (Gilmore, 1997).
Alternativamente, reducgdes sustentadas de F,/Fy, podem também resultar de acimulo de centros
de reacdo nao-funcionais do FSII e de fotoinativacdo parcial do FSII (Niyogi, 1999; Garcia-
Plazaola et al., 1997). Esses ultimos processos também conduzem a dissipacdo do excesso de
fétons como calor, mas, em ultima andlise, resultariam em fotodanos apds exposi¢ao
prolongada dos tecidos foliares a irradiancias excessivas (Long et al., 1994).

Uma vez que, via de regra, as limitagdes a assimilacdo do CO, precedem a inativagdo
das reacdes de transferéncia de elétrons, a combinagdo 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 superéxido (O;"), o
peréxido de hidrogénio (H,O,), o radical hidroxil (OH’) e o oxigénio singleto (102), que
seriam produtos inevitdveis do metabolismo celular (Yu & Rengel, 1999). Tais compostos sao
potencialmente capazes de resultar em danos fotoinibitdrios e fotooxidativos (Asada, 1999;
Smirnoff, 1995), incluindo a peroxidacao de lipidios (Lima et al., 2002; Mascher et al., 2002),
a desnaturacdo de proteinas e a mutacdo do DNA (Mascher et al., 2002; Asada, 1999). Além
disso, a peroxidagdo de lipidios de membrana pode resultar na perda de compartimentalizacao
celular (Lima et al., 2002; Asada, 1999).

Em plantas, o herbicida Paraquat (PQ) incrementa o estresse oxidativo diretamente,
gerando radicais livres. Em nivel de FSI, PQ € fotorreduzido e, subseqiientemente, reoxidado
pela transferéncia de um elétron ao oxigénio, formando o radical super6xido (Rabinowitch et
al., 1983). Radicais hidroxilas e outros radicais produzidos a partir do superéxido, € o proprio
superoxido, podem provocar danos celulares severos (Babbs et al., 1989). Varias evidéncias
indicam que os mecanismos de tolerincia a determinados estresses podem estar associados,
também, com a tolerdncia ao estresse oxidativo (Smirnoff et al., 1995), como o ocasionado
por PQ.

Para protecdo da maquinaria fotossintética contra estresses oxidativos, as plantas
precisam dissipar o excesso de energia luminosa, o 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 fotorrespiracao
(Ort & Baker, 2002) e a reacdo de Mehler (Osodrio, 2006; Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999) ou,
ainda, por atuagdo do sistema de defesa antioxidativo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999). Tal
sistema compreende mecanismos enzimdticos, 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



pequeno peso molecular, como o ascorbato, a glutationa reduzida e o o-tocoferol (Ort &
Baker, 2002; Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998). Maior protecdo contra excesso de
irradiancia pode também ocorrer via alteragdo do angulo de insercdo foliar, uma vez que,
quanto mais verticalizada estiver a folha, menor serd a interceptacdo da radiacdo incidente nas
horas de maior elevacao solar (DaMatta, 2003).

Espécies comerciais de café sao susceptiveis a injiria 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), especialmente 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 regides, € 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 fotoinibi¢do da fotossintese naquela 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 ajustar-se a tal condicdo, desenvolvendo
mecanismos de protecdo, e.g., maior dissipacdo ndo-fotoquimica de energia e menor
interceptacao de luz. Neste estudo, portanto, examinaram-se as trocas gasosas, a fluorescéncia
da clorofila a, o sistema enzimatico 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 fotoprote¢do, bem
como avaliar como tais mecanismos se ajustam espacial e diurnamente, em café ardbica. Para
tanto, procederam-se as avaliacOes em diferentes posi¢Oes da copa, em agosto de 2005, época
relativamente fria, seca e com alta insolac@o, 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 Vigosa, 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 precipitagio média anual é de 1200 mm, com uma estagdo seca pronunciada
coincidindo com os meses mais frios (abril a setembro). Nesse periodo, sdo 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 i1dade. 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 avaliagdes e amostragens foram realizadas em agosto de
2005. Houve precipitacdo abundante nos dias precedentes as medi¢des. 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 os seguintes parametros:

2.1 - Parametros agrometeorologicos, radiacdo fotossinteticamente ativa interceptada pela
folha, temperatura foliar e inclinagdo foliar

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

interior da folha e a atmosfera (de) foi calculado segundo Landsberg (1986). A inclinagdo
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foliar foi medida em relag¢do ao horizonte (= 0°), utilizando-se de 10 folhas por cada parcela

experimental.

2.2 - Trocas gasosas

A taxa de assimilacdo liquida do carbono (A), a condutincia estomdtica (gs) € a razao
entre a concentracdo interna e ambiente de CO, (Ci/C,) foram medidas em sistema aberto, sob
luz e concentracdo de CO, ambientes, com o analisador de gases a infravermelho ja
mencionado. Para a estimativa daqueles parametros, cada repeti¢ao foi constituida de uma tnica
folha por planta, procedendo-se as medi¢des 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
umol (fétons) m™s™, por 5 min, a 25°C e condi¢cdes ambientes de CO, (aproximadamente 370

pmol mol™), conforme Tio et al. (2005).

2.3 - Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Os parametros de fluorescéncia, no campo, foram medidos nas mesmas folhas e horarios
utilizados para as medi¢Oes de trocas gasosas, por meio de um fluordometro modulado (FMS2,
Hansatech, Norfolk, Reino Unido); adicionalmente, a razdo F,/F, também foi medida na
antemanhd. Apds serem adaptados ao escuro, por 30 min, tecidos foliares foram inicialmente
expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante [1-2 pumol (f6tons) m? s, para a
determinacdo da fluorescéncia inicial (Fp). Em seguida, um pulso de luz saturante, a intensidade
de 6000 umol (fétons) m~ s e duracdo de 1 s, foi aplicado, para estimar-se a fluorescéncia
maxima emitida (Fy,). Nas amostras adaptadas ao escuro, a eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII foi estimada pela razdo entre as fluorescéncias varidvel e maxima [Fy/Fy, = (Fu-Fo)/Fnl.
Nas amostras adaptadas a luz, a fluorescéncia constante (F;) foi estimada, expondo-se o tecido
foliar a irradiancia artificial correspondente aquela interceptada naturalmente pela folha, por 90
s e, subseqiientemente, um pulso de luz saturante [6000 wmol (f6tons) m?s™; 1 s] foi aplicado,
para medir-se a fluorescéncia méaxima das amostras sob luz (Fp,’). Com esses parametros,
estimou-se o rendimento quantico fotoquimico do transporte de elétrons através do FSII [Pgsy =
(Fn’-F$)/Fy’], conforme Genty et al. (1989). Posteriormente, foi estimada Fy, adaptada a luz
[Fo'= Fo/(Fy/Fn + Fo/Fy’)] (Niinemets & Kull, 2001).

Para calcular-se a taxa de transporte de elétrons (TTE), considerou-se que tanto o FSII
como o FSI absorvem quantidades iguais de luz; para a estimativa de RFA absorvida, a
absortancia foliar foi calculada a partir da concentragc@o de clorofila por unidade de area (Evans,

1993). A TTE foi estimada como:



TTE = (RFA interceptada pela folha) x (absortancia foliar) X ®ggy x 0,5

Foram estimados, ainda, os coeficientes de extin¢ao fotoquimica [q, = (Fn’ - F)/(Fy -
Fy’)] e nao-fotoquimica [NPQ = (Fi/Fy') - 1] (Krause & Weis, 1991), a eficiéncia de captura
da energia de excitacdo pelos centros de reacdo abertos do FSII [F,'/Fy’ = (Fw' - Fo')/F'] e a
fracdo da irradidncia ndo utilizada na fase fotoquimica nem dissipada termicamente [Pg =
(FV/Fy’) x (1 - gp)] (Demmig-Adams et al., 1996).

Em laboratério, foram avaliadas as respostas de diversos parametros de fluorescéncia,
em funcdo da irradiancia, objetivando-se observar a capacidade de utilizacdo fotoquimica e de
dissipacdo ndo-fotoquimica da energia luminosa. Para isso, folhas de café foram coletadas e
levadas ao laboratério, onde foram submetidas a varias irradidncias, utilizando-se, também, do
fluordmetro modulado supracitado. Apds serem adaptados ao escuro por 30 min, tecidos
foliares foram inicialmente expostos a um fraco pulso de luz vermelho-distante [1-2 pumol
(fétons) m™ s'], para a determinacdo de F,. Em seguida, um pulso de luz saturante [6000 pmol
(fétons) m™ s; 1 s] foi aplicado para estimar-se Fp,. Subseqiientemente, as folhas foram
irradiadas com luz actinica, durante 240 s, as intensidades de 150, 300, 450, 600, 900 e 1500
pmol (fétons) m? s, para a obtencdo de Fs. Em seguida, outro pulso de luz saturante [6000
pmol (fétons) m? s foi aplicado, por 1 s, para obten¢do de Fy,’. A luz actinica foi desligada e
as amostras foram irradiadas com luz vermelho-distante, para a obtencdo de F,’. Foram

estimados, entdo, gp, NPQ, Pg e ®Prgy;, conforme jéa descrito.

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

espectrofotometricamente, como descrito em Lichtenthaler (1987).

2.5 - Nitrogénio total
Apés 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 al. (1975). A soma das duas fragdes representa o nitrogénio total.

2.6 - Estresse oxidativo induzido por PQ

Com o intuito de avaliar-se a tolerancia potencial de folhas ao estresse oxidativo,
induziu-se o 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 didmetro

foram infiltrados a vacuo (trés pulsos de 1 min) com solugdes de PQ, as concentracdes de 0,
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5, 10 e 20 uM. Ap6s a infiltragdo, os discos foram incubados nas respectivas solucdes, em
placas de Petri, sob obscuridade, por 16 h, a 25 °C, seguindo-se de incubacdo a 200 pmol
(fétons) m™> s™', por 3 h, a 25 °C. Ap6s um periodo de 30 min de adaptacdo ao escuro, avaliou-
se a razdo F,/F; em discos coletados imediatamente apds o tratamento com PQ, conforme
supradescrito. Subseqiientemente, os discos foliares para as andlises enzimdticas foram
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C, até o momento do uso, quando se
procedeu a determinacdo 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 enzimdticas

Para o 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 estdo descritos em Pinheiro et al.
(2004). A atividade dessas enzimas foi expressa em unidades (U) por grama de massa seca.
Cada U corresponde a oxidacdo de 1 umol ascorbato min” (APX) ou 2 oxidacdo de 1 pmol
H,0, min" (CAT). Para a SOD, cada U corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em
50% a fotorreducdo do corante azul de nitro-tetrazdlio. No experimento em que se induziu o
estresse oxidativo utilizando-se de solugdes de PQ, determinou-se, ainda, a atividade da GPX,
conforme Nagalakshmi & Prasad (2001). A reacdo ocorreu em 250 uL. de meio de reacdo
contento 0,5 M de tampao fosfato de potédssio (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,0,. A rea¢do 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 - Peroxido de hidrogénio e danos celulares
A quantificacdo de peroxido de hidrogénio foi realizada conforme Lee & Lee (2000).
Danos celulares, que indicam a ocorréncia de estresse oxidativo, foram avaliados por meio da

peroxidacao de lipidios, via acimulo de aldeido mal6nico (MDA) (Cakmak & Horst, 1991).

2.9 - Estatistica

Os experimentos foram instalados e analisados segundo o delineamento inteiramente
casualizado, com seis repeticoes, a excecdo das curvas de respostas fotossintéticas a luz, com
trés repeticdes. Cada unidade experimental foi composta por uma planta. Nas avalia¢cdes 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 hordrios de avaliacdo). No experimento em que se induziu o
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estresse oxidativo com solucdes de PQ, o esquema fatorial foi 4 x 4 (folhas de quatro posi¢cdes
na planta e quatro concentragdes de PQ). As médias dos tratamentos foram comparadas entre si
pelo teste de Newman-Keuls, a 5% de probabilidade, utilizando-se do Sistema de Analises
Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV, 1997). Os dados referentes as curvas de
respostas fotossintéticas a luz se ajustaram ao modelo hiperbdlico retangular [y=yo+a*x/(b+x)],
enquanto os dados referentes a utilizacdo da RFA em processos fotoquimicos e nao-
fotoquimicos se ajustaram ao modelo sigmoidal logistico {y=yo+a/ [1+(x/x0)"1}, utilizando-se do

programa grafico estatistico SigmaPlot (SigmaPlot, 2004) para a obtenc¢ao de tais ajustes.



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 méaxima 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
préximo de 25°C nos demais horarios (ndo mostrado). As 08:00 h, a RFA; foi, para as faces
leste e oeste, menor que 300 pmol (fétons) m™ s, Na face leste, RFA; foi méxima [em torno de
1300 pmol (fétons) m™ s™'] pela manhd, seguindo uma répida e progressiva queda jd a partir das
10:00 h, de forma que, a partir das 13:00 h, RFA; foi sempre menor que 150 wmol (fétons) m>
s (Figura 1). Na face oeste, RFA; passou a aumentar a partir das 10:00 h, atingindo valores
médximos e superiores a 1500 umol (fétons) m~ s™ as 14:00 h; registre-se, porém, que, por volta
das 12:00/13:00 h, RFA; ja era superior a 900 umol (fétons) m> s'], mantendo-se acima desse
valor até as 16:00 h, independentemente do estrato analisado (Figura 1). Na face oeste, RFA;
média didria foi de 950 e 700 umol (f6tons) m? s, contra 500 e 300 pmol (fétons) m? s’ na
face leste, nas folhas do estrato superior e inferior, respectivamente (Figura 1). A T¢ e o de
apresentaram comportamento semelhante ao longo do dia (Figura 1). Na face leste,
independentemente do estrato, Ty manteve-se em torno dos 30°C, e de, por volta de 3 kPa, no
decorrer do dia (Figura 1). Os valores de T e Oe, 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 1 - Média didria da radiagdo fotossinteticamente 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
atmosfera (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 si
(P 0,05; teste de Newman-Keuls). As barras indicam o erro-padrao da média (n = 6)

3.2 - Trocas gasosas e angulo foliar

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

manha (Figura 2). Redugdes em g, na face leste, pareceram nao 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/C,. Em folhas da face oeste, a queda de g;, ao longo do dia, ocorreu em paralelo a
incrementos progressivos em Tt e em de (Figura 2). Ndo houve nenhuma varia¢do no angulo
foliar ao longo do dia, independentemente da face e do estrato; entretanto, o angulo foliar foi

sempre maior (P 0,05) em folhas da face oeste, em especial no estrato superior (Figura 2).
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Figura 2 - Curso diurno da taxa de assimilag@o liquida de carbono (A), da conduténcia estomdtica (g;),
da razdo entre a concentracio 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 dossel. As barras indicam o erro-padrdo da média
(n=06)

3.3 - Respostas fotossintéticas a radiacdo fotossinteticamente ativa

A 1rradiancia de saturacdo (/) foi sempre maior nas folhas do estrato superior (P 0,05),

independentemente da face analisada (Figura 3), ficando em torno de 500 umol (f6tons) m?> s'l,
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nos estratos superiores, € em torno de 400 pmol (f6tons) m™” s™', nos estratos inferiores. De
forma similar, a irradiancia de compensacao (I.), para folhas dos estratos superiores, foi maior

(P 0,05) em, aproximadamente, 89% na face oeste, e 68%, na face leste, assumindo valores

-1

médios préximos de 36 pmol (fétons) m™ s’ nas folhas dos estratos superiores, e 20 (mol

-1

(fétons) m? s nas folhas dos estratos inferiores, conforme se infere da Figura 3. Nao se

observou queda em A, independentemente dos tratamentos, até 1400 pmol (f6tons) m™s™.
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Figura 3 - Respostas fotossintéticas a radiacdo 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-
padriao da média (n = 3)

3.4 - Fotoinibicdo e fluorescéncia da clorofila a

Na antemanha, a eficiéncia fotoquimica mdxima do FSII, avaliada pela razdo F,/Fy, foi
menor em folhas da face oeste (P 0,05), especialmente no estrato superior, no qual foi
registrado um valor de 0,72 (Figura 4), sugerindo, assim, a ocorréncia de uma discreta

fotoinibicao cronica nessa face. Contudo, nas folhas localizadas em ambos estratos da face leste,
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aquela razao se manteve sempre acima de 0,80. Nas folhas da face oeste, F\/F}, decaiu as 15:00
h, sendo tal queda significativa apenas no estrato inferior (P 0,05) (Figura 4). Nenhuma
diferenca em Fj foi registrada entre folhas de diferentes faces ou estratos, tanto na antemanha
quanto no decorrer do dia (Figura 4). Houve pouca alteracio em F,, ao longo do dia,
ressaltando-se, no entanto, que F,, foi sempre menor nas folhas da face oeste (P 0,05),

independentemente dos estratos avaliados (Figura 4).

0,90 - 85 A

500 -
A A
0,85 | A = 80 - -
’ =] A 400 - ]
75
0,80 B A A B B
£ c 70{ A 300 1
~ 0,75 4 iy LE
w 65 4
070 | 200 -
’ 60 -
0,65 55 | 100 4
0,60 ! ! ! : 50 ! ! ! : 0 : : :
Oeste  Oeste Leste Leste Oeste  Oeste Leste Leste Oeste  Oeste Leste Leste
Superior Inferior  Superior  Inferior Superior Inferior  Superior  Inferior Superior Inferior  Superior  Inferior
0,90 - 85
600 -
0,85 . 80 1
500 -
0,80 eh
£ 1 70 400 -
Ll~ o ]
= 0,75 £
c Lo & 300
0,70 4 60 | —m— Oeste Superior 200 1
---&- - - Oeste Inferior
0,65 1 55 1 —a— Leste Superior 100 -
---A-- - Leste Inferior
0,60 50 T T 0
09:00 12:00 15:00 09:00 12:00 15:00 09:00 12:00 15:00
Horario Horario Horario

Figura 4 - Eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema II (F,/Fy,), fluorescéncia inicial (Fp) e
fluorescéncia maxima (F},) na antemanha (A), e curso diurno desses pardmetros (B) em folhas de caf€,
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 (P 0,05; teste de Newman-Keuls). As barras
indicam o erro-padrdo da média (n = 6)

O rendimento quantico fotoquimico de transporte de elétrons através do fotossistema II
(Prsn), o coeficiente de extingdo fotoquimica (gp) e a eficiéncia de captura da energia de
excitacdo pelos centros de reacdo abertos do fotossistema II (F,’/F,’) apresentaram
comportamento semelhante entre estratos da mesma face (Figura 5). Esses parimetros 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 (P 0,05). De modo contrario, em folhas da face oeste,
os valores de ®gsy, gp € F'/Fy,’ foram reduzidos em grande extensdo (P 0,05), as 15:00 h, em
relagdo aos obtidos as 09:00 h. A taxa de transporte de elétrons (TTE), independentemente de

faces e estratos, atingiu o valor maximo as 12:00 h (P 0,05), sendo mantida elevada somente
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nas folhas da face oeste (P 0,05), as 15:00 h (Figura 5). O coeficiente de extin¢do nao-
fotoquimica (NPQ) e a fracdo de irradiancia ndo-utilizada na fase fotoquimica e nem dissipada
termicamente (Pg) apresentaram comportamento oposto ao apresentado por Pgsy, ¢gp €
F/Fy’ (Figura 5). Nas folhas do estrato superior da face leste, NPQ e Pg foram elevados as
09:00 h. Em folhas da face oeste, em especial do estrato superior, NPQ e Pg foram méaximos as
12:00 h (P 0,05), 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 Pg foram muito maiores que os

apresentados pelas folhas do estrato inferior (P 0,05) (Figura 5).
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Figura 5 - Curso diurno do rendimento quéntico de transporte de elétrons através do fotossistema II
(Prspy), da taxa de transporte de elétrons (TTE), dos coeficientes de extingdo fotoquimica (gp) € ndo-
fotoquimica (NPQ), da eficiéncia de captura da energia de excitagdo pelos centros de reacdo abertos
do fotossistema II (F,’/F,’) e da fracdo de irradidncia nfo 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-padrao da média (n = 6)
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3.5 - Utilizagdo da radiagdo 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 andlise dos dados médios de cada face, e
nao dos estratos das faces. De modo geral, o incremento em RFA, particularmente acima de

450 pmol (foétons) m™” s, resultou em aumentos de NPQ e Pg paralelamente a reducdes em

Drgyr € gp, sendo tal resposta similar entre faces (Figura 6).
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Figura 6 - Variacdo do rendimento quantico do transporte de elétrons através do fotossistema II
(Prsiy), dos coeficientes de extincdo fotoquimica (gp) € 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 parametros, os valores representam a média dos estratos superior e inferior de cada uma
das faces. n =6
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3.6 - Clorofilas, carotendides e nitrogénio total

As concentragdes de clorofilas a e b foram maiores em folhas do estrato inferior
(P 0,05), independentemente da face (ndo mostrado). Conseqiientemente, a concentragdo total
de clorofila foi maior (36%) em folhas dos estratos inferiores (P 0,05) (Figura 7). De forma
semelhante, houve maior concentracdo de carotendides totais nos estratos inferiores de cada
face analisada (P 0,05) (Figura 7). Nao foi observada qualquer diferenca na razdo clorofila
totais (Figura 7),

alclorofila b, bem como na razao clorofilas totais/carotendides

independentemente de estratos ou faces. A concentragdo foliar de nitrogénio total nao diferiu
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Figura 7 - Concentracdo de clorofila total (Cl), de carotendides totais (Car), razdo CI a/Cl b, razdo
Cl/Car e razdo clorofilas totais/ nitrogénio total (CI/N) em folhas de café, nas faces leste e oeste da
copa, nos estratos superior e inferior do dossel. Estatistica conforme Figura 4 A

entre faces, bem como entre estratos, ficando sempre proxima a 29 g kg'1 MS (nd3o mostrado),

valor indicativo de que as plantas ndao sofreram de deficiéncia de nitrogénio (Malavolta et al.,
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1993). Assim, as menores concentracdes de clorofilas observadas nos estratos superiores nao
devem estar associadas a diferencas na disponibilidade de nitrogénio. A razao clorofilas totais/

nitrogénio total foi sempre maior nas folhas dos estratos inferiores (P 0,05) (Figura 7).

3.7 - Atividades enzimdticas

De modo geral, folhas dos estratos superiores, de ambas as faces, apresentaram maior
atividade da SOD (P 0,05) (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 tendéncia da CAT, mas as folhas do estrato inferior da face
oeste exibiram atividade de APX significativamente maior (23%) (P 0,05) em relacdo a das

folhas do estrato superior da face leste (Figura 8).
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Figura 8 - Atividade da dismutase do superdéxido (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
dossel. Estatistica conforme Figura 4 A
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3.8 - Peroxido de hidrogénio e danos celulares

A concentragdo 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 concentra¢do de aldeido malonico (MDA), ndo houve qualquer diferenca entre

seus valores médios entre estratos, bem como entre faces (Figura 9).
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Figura 9 - Concentracdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) e de aldeido maldnico (MDA) em folhas
de café, nas faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior do dossel. Estatistica conforme
Figura4 A

3.9 - Estresse oxidativo induzido por Paraquat (PQ)

Observou-se um decréscimo progressivo na razao F.,/F,,, na medida em que se
aumentava a concentracdo de PQ nas quais os discos foliares foram incubados (Figura 10).
Este ensaio foi repetido quatro vezes, observando-se sempre a mesma tendéncia. Nao
obstante, os decréscimos em F,/Fy, foram significativos (P 0,05) a concentragdo de 5, 10 e
20 uM de PQ, para discos foliares de todos os estratos e faces, em relagdo ao tratamento-
controle (0,0 uM de PQ), mas as quedas observadas em F\,/Fy, a partir de PQ a 5 uM nao mais
foram significativas (P>0,05). A reducdo da razdo F,/Fy,, com o incremento de PQ, foi, em
média, de 60% na face oeste, contra uma reducao de 42% na face leste, a concentracio de 5
UM (Figura 10). Nao houve qualquer diferenga significativa na razao F\/Fy, 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 0,05), em relac@o 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 II (F,/F,) em discos foliares de café, das
faces leste e oeste da copa, nos estratos superior e inferior das plantas, submetidos a solucdes de
Paraquat (PQ) em diferentes concentracdes. As barras indicam o erro-padrao da média (n = 6)

De maneira geral, incrementos na concentracdo das solucoes de PQ, de 0,0 para 10
UM, resultaram em acréscimo na atividade da SOD em discos foliares da face leste (P 0,05),
e na manutencdo na atividade dessa enzima em discos foliares da faces oeste,
independentemente do estrato considerado (Figura 11). A excegio do estrato superior da face
oeste, PQ a 20 uM acarretou queda na atividade da SOD em relag@o a concentracio da 10 uM
(P 0,05). Sob diferentes concentragdes de PQ, discos foliares dos estratos superiores
apresentaram maior atividade de SOD em relac@o aos inferiores (P 0,05) (Figura 11). Para
CAT, os tratamentos com PQ, particularmente a 20 uM, resultaram em queda da atividade da
enzima (P 0,05), 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
UM, resultou em queda na atividade de APX (P 0,05), ndo se observando decréscimos
adicionais a concentracdes de PQ superiores aquela. Para cada concentragdo 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 variacio na atividade de GPX com o incremento da concentra¢do de PQ, porém, no
estrato inferior dessa face, e em ambos estratos da face leste, a atividade maxima da enzima
ocorreu com PQ a 10 uM (P  0,05) (Figura 11). Dentro de cada concentracao de PQ, discos
foliares dos estratos inferiores, das duas faces, apresentaram (P 0,05), ou pelo menos
tenderam a apresentar, maior atividade de GPX, exceto discos foliares da face leste, a 10 uM

(Figura 11).
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Figura 11 - Atividade da dismutase do superéxido (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
concentracdes. Letras minudsculas diferentes denotam diferencas significativas entre as posi¢cdes na
copa, em cada concentragdo de PQ (P 0,05, Newman-Keuls). As barras indicam o erro-padrdo 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 maximos ja relatados para café cultivado em condi¢des de campo (~12 pmol m?s?),
conforme observado por Silva et al. (2004). Mesmo no periodo da manha, especialmente em
folhas da face leste, quando g, e Ci/C, foram relativamente elevadas e RFA, ja era saturante, A
foi muito baixa, indicando a ocorréncia de limita¢des nio-estométicas a fotossintese. No
cafeeiro, tais limitacOes parecem ser largamente conseqiiéncia de temperaturas noturnas
relativamente baixas, ainda que os fatores ambientes se mostrem favordveis a fotossintese
(Silva et al., 2004; DaMatta et al., 1997; Bauer et al., 1985). Nas folhas da face oeste, apesar
de gs e Ci/C, terem decrescido ao longo do dia, A permaneceu constante, evidenciando que o
fechamento estomdtico pouco ou nada afetou o comportamento de A. Registre-se, ndo
obstante, que, em alguns hordrios, RFA; foi bem inferior aquela necessdria para saturar a
maquinaria fotossintética e, por conseguinte, limitacdes de luz a fotossintese podem revestir-
se de grande importancia.

As folhas localizadas nos estratos superiores, de ambas as faces, apresentaram maior I
e I, 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 I
sdo normalmente baixos, entre 300-600 pmol (f6tons) m™ s"l, com plantas cultivadas a
sombra, ou folhas mais internas da copa, mostrando os menores valores (Kumar & Tieszen,
1980). Além de menor [ e I, as folhas dos estratos inferiores apresentaram, ainda, menor
massa foliar especifica (ndo mostrado), maior concentragdo de clorofila por unidade de massa
e menor angulo foliar, modificacdes 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 exposi¢cao e/ou mesmo a absor¢do 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 fotoprotecdo 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 interceptagdo de excesso de luz por unidade de area nas horas de
maior elevacdo solar (Jiang et al., 2006; Falster & Westoby, 2003). Porém, no periodo da
tarde, conquanto nao ocorreu alteracdo na inclinagdo foliar, a declina¢do natural do sol faria
com que essas folhas interceptassem luz em maior intensidade, uma vez que receberiam luz
perpendicularmente, o que pdde ser observado a partir das 13:00 h (Figura 1). A ndo-alteracao
do angulo foliar, ao longo do dia, pode indicar que tal atributo seja determinado pelas
condi¢des ambientes durante a formacdo e expansdo da folha, conforme observado em
eucalipto, no qual os angulos azimutal e de inclinacdo da folha sdo determinados pela
disponibilidade e direcionalidade da luz durante o crescimento (James & Bell, 2000). Por
outro lado, a pouca habilidade de modifica¢do da inclinacdo 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 inclinag¢do ao longo do
dia nas horas mais quentes em dias de verdo, mas ndo em dias de inverno.

Em paralelo ao maior angulo de inclina¢do foliar, a redu¢do 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 redugdes na concentragdo 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 constincia da razdo
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 redugdo da razdo clorofilas totais/ nitrogénio total, em folhas dos estratos superiores, pode
indicar uma redug¢do na quantidade de nitrogénio alocada naqueles complexos, possivelmente,
devido a maior disponibilidade de luz as folhas dos estratos superiores.

Independentemente da localizacdo das folhas nas faces ou estratos, ndo foi observado
decréscimos em A até cerca de 1400 umol (f6tons) m? s’ (Figura 3), conforme ja relatado
por Ramalho et al. (2000). Isso pressupde 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 fotoquimica e nao-fotoquimica da RFA, conforme ja observado por

Chaves (2005), trabalhando com plantas de café cultivadas a pleno sol ou sob 50% de sombra.
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Independente de face analisada, o aumento de NPQ, na medida em que RFA foi incrementada
(Figura 6), indica que uma fragdo da radiacdo absorvida foi dissipada termicamente (Maxwell
& Johnson, 2000). Contudo, em irradiancias elevadas, folhas de ambas as faces utilizaram
menor proporcao de energia radiante nas reacdes fotoquimicas, aumentando Pg. Isso sugere,
pelo menos em condi¢des de curta exposicdo a altas irradidncias, que a capacidade de
utilizagdo 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 elevagdo de NPQ, apresentaram elevado Pg a partir das
12:00 h, sem, contudo, haver danos celulares considerdveis em folhas dessa face, em relagdo
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 maquinaria fotossintética as variacdoes da irradiancia (DaMatta, 2004b, c;
DaMatta & Rena, 2002). A aparente contradi¢do 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 competi¢do conduzidos a pleno sol,
sob espagcamentos largos e, portanto, tais cultivares podem, potencialmente, apresentar maior
capacidade de aclimatacido/adaptacdo a altas irradiancias (DaMatta, 2004c).

Foram observados, nas folhas da face oeste, baixos valores para F,/Fy, associados
com menores valores de Fp,, ¢ manutencdo de F, mesmo na antemanha, especialmente em
folhas do estrato superior. Estes dados sugerem a ocorréncia de uma discreta fotoinibi¢do
cronica, na medida em que nao se observou recuperacgdo da eficiéncia fotoquimica maxima do
FSII na antemanha, fato, porém, exclusivo a folhas da face oeste, e de maior amplitude no
estrato superior. Chaves (2005) e DaMatta et al. (1997) também observaram fotoinibi¢ao
cronica em plantas de café em condi¢cdes de temperaturas noturnas relativamente baixas. A
base tedrica que explicaria o decréscimo observado em Fy,, sem, contudo, haver variacdo de
Fy, pode ser descrita pelo aumento na dissipacdo térmica proporcionada pela desativacdo de
centros de reagdo do FSII (Bertamine & Nedunchezhian, 2003; Greer, 1995; Havaux, 1994).
Isso ndo impede que fotodanos tenham ocorrido nos centros de reacdo de FSII, considerando-
se a constancia de Fy, que pode ser interpretada como um balanco entre dois processos
opostos: aumento de F, conseqiiéncia de danos fotoinibitérios, e queda de Fy, resultante de
fotoprotecao (Greer, 1995; Osmond, 1994; Franklin et al., 1992). De acordo com Martinez-
Ferri et al. (2004), a ocorréncia de fotoinibi¢do cronica em espécies da Europa mediterranea

seria uma conseqiiéncia de baixas temperaturas combinadas com elevada irradiancia, que
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induziriam a manuten¢do de altas concentragdes de zeaxantina durante o periodo noturno, e,
também, devido ao efeito cumulativo de fotodanos. Segundo Garcia-Plazaola et al. (1999), a
retencdo de zeaxantina durante a noite ndo seria restrita a condi¢des extremas de inverno, mas
poderia ser, provavelmente, uma resposta geral de arvores sempre-verdes, mesmo em regioes
com invernos amenos, como seria o da regido de Vigosa (Chaves, 2005). Apesar de ndo ter
ocorrido nenhuma diferenca na concentragdo 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 excita¢do (Tausz et al., 2004; Lambers
et al., 1998; Demmig-Adams & Adams, 1992). Resta investigar, pois, se a exposi¢do a
periodos prolongados de irradiancia em excesso das folhas da face oeste estaria efetivamente
envolvida na alteracdo da composicdo de carotendides responsdveis pelo aumento na
dissipacdo 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 espacial da
fotoinibicao cronica observada nas folhas de café, sob condi¢cdes de campo.

Apesar de Prgyr € gp haverem diminuidos a tarde, nas folhas da face oeste (Figura 5),
TTE permaneceu elevada, principalmente em virtude de RFA; ter sido muito alta, que
compensou os decréscimos daqueles parametros. Conseqiientemente, em virtude do
desequilibrio entre a absor¢do e utilizacio de RFA (TTE foi elevada significativamente,
enquanto A permaneceu praticamente constante), uma maior pressdo de excitagdo ocorreu nas
folhas da face oeste, que apresentaram, pois, capacidade muito maior de geracdo de poder
redutor e ATP, relativamente a das folhas da face leste. Uma vez que 1- g, € uma medida do
estado de reducdo do aceptor primario de elétrons no FSII (Qa) (Krause & Weis, 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 FSII
‘fechados’. Esses centros representam uma fracdo do FSII que estd propensa a sofrer danos
fotoinibitdrios por excesso de excitacdo (Mohotti & Lawlor, 2002; Maxwell & Jasieniuk, 2000).
Nao obstante, neste trabalho, apenas uma modesta fotoinibi¢do dindmica, caracterizada por uma
pequena queda de F\/Fy,, no periodo da tarde, no estrato inferior da face oeste, foi identificada.
Conseqiientemente, isso ndo deve estar associado a fotodanos, mas a eficiente dissipacdo de
energia nado-radiativa observada, provavelmente por mecanismos rapidamente reversiveis
intrinsecos ao FSII, e.g. via ciclo das xantofilas (Martinez-Ferri et al., 2004; Niinemets & Kull,
2001; Demmig-Adams et al., 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 fotoinativagao do FSII (Martinez-Ferri et al., 2004), ocorreu em paralelo a um
aumento expressivo de NPQ, indicando elevacdo na dissipagdo de calor, fato de grande
importancia na protecdo da maquinaria fotossintética contra os efeitos deletérios do excesso de
luz (Jiang et al., 2006; Tambussi et al., 2004; Behera & Choudhury, 2003). Por conseguinte, a
fotoinibicao dindmica aqui observada pode ser encarada como uma estratégia de aclimatacdo do
FSII, traduzindo-se em protecdo contra niveis 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 fixacdo de CO,, no ciclo de
Calvin, deve ser dissipado, para evitar a formacao excessiva de ERO’s, que levaria ao estresse
oxidativo (Apel & Hirt, 2004; Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998). Quando a capacidade de
dissipagdo do excesso de energia de excitacdo € saturada, a atuacdo eficiente do sistema
enzimdtico antioxidativo pode ser de fundamental importancia na protecao 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 manutengdo da atividade da SOD e da GPX observado
nos diferentes tratamentos, na medida em que o estresse oxidativo foi potencializado, seria um
mecanismo importante de defesa contra o estresse oxidativo. Porém, isso foi, de modo geral,
acompanhado de reducdes nas atividades da APX e CAT, sugerindo, pelo menos em parte,
uma acgdo ineficiente do sistema enzimadtico, no sentido de promover protecdo celular
adequada. Aumentos nas atividades de SOD, paralelamente a reducio 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 fotoquimica nas folhas dos estratos da face oeste, quando se induziu o
estresse oxidativo com PQ (Figura 10), ndo deve estar relacionada a uma atividade enzimdtica
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

fotoprotegdo, e.g., ciclo das xantofilas e fotorrespiracdo, possam ter grande importancia na
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protecio da maquinaria 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 enzimdtica, na concentragdo de pigmentos
fotossintéticos € na magnitude de danos celulares, quando foram comparadas folhas de
ambientes luminicos distintos. Isso sugere que o café, apesar de sua origem em ambientes
sombreados, seja uma espécie com plasticidade consideravelmente elevada de sua maquinaria
fotossintética as variacOes da irradidncia, dissipando satisfatoriamente, por vias fotoquimicas

ou nao-fotoquimicas, o excesso da energia absorvida.
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