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Resumo

SILVA, José Carlos da. Efeito da aplicação de sacarose no teor e no
metabolismo de carboidratos em mudas de café (Coffea arábica L.)
com diferentes níveis de reserva de carbono: UFLA, 2000. lp.
(Dissertação de mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito da
pulverização de açúcar via folha, nos teores endógenos c no metabolismo de
carboidratos em mudas de cafeeiros {Coffea arábica L) com baixo (baixo) e
alto (normal) nível de reservas de carbono. As pulverizações ocorreram nas
concentrações de 0,5%, 1% de sacarosc c água como testemunha. Os
resultados mostram que a aplicação de sacarose a 1% aumentou a
concentração endógena de açúcares solúveis totais em plantas depauperadas,
como também aumentou as atividades das enzimas: invertase ácida da parede]
invertase ácida do vacúolo, invertase neutra do citosol e sacarose sintase. Em
plantas com níveis normais de carboidratos não foi observada nenhuma
alteração nos teores dos açúcares solúveis totais, como também nas atividades
de tais enzimas. Independentemente dos tratamentos aplicados e do estado
fisiológico das plantas, não foram observadas diferenças na transpiracão, que
tiveram a mesma tendências aos da condutância estomática, mostrando desta
forma, o controle estomático da transpiracão. A fotossíntese foi estimulada a
0,5% e 1% em plantas depauperadas, o que não aconteceu com plantas
normais. Conclui-se, portanto, que a pulverização de sacarose em mudas de
cafeeiros só éeficiente tratando-se de plantas depauperadas, na concentração
de 1%.

Comitê orientador: Amauri Alves de Alvarenga- UFLA/DBI (Orientador); José Carlos Donizeti
^PAMGfl3C?WLAUÍ2 EdS°" MOta d° OKwto-UFLA/DBt Paul° Tá«"> G°ntiJ° Guimarães-



I. INTRODUÇÃO

Os cafeicultores, à semelhança de muitos outros produtores agrícolas,
adotam determinadas técnicas de manejo que na maioria das vezes, não têm

fundamentação científica. Estes procedimentos afetam a produtividade, e ainda

aumentam o custo de produção, sem, contudo, dar certeza de que tais

investimentos proporcionam retornos financeiros reais. A situação fica mais

grave, quando alguns técnicos, acreditando em tais benefícios, estimulam os

cafeicultores a adotarem práticas que não foram suficientemente testadas.\Uma
destas praticas éa pulverização, via folha, com solução diluída de açúcar, como
fonte de carbono para as plantas."]

Uma vez que a única forma de aquisição do carbono pelas plantas ca via

fotossintética e como este processo é facilmente afetado por condições
edafoclimáticas adversas, muitos técnicos ou cafeicultores acreditam que o
fornecimento exógeno de carbono, por meio da aplicação de sacarose ou de

melaço possa suprir eficientemente este elemento na planta Santinato et ai.
(1998). Mangini et ai, (1998).

^ [No Brasil, aprimeira pesquisa envolvendo apulverização de sacarose no
cafeeiro foi desenvolvida por Segura-Monge (1989) com oobjetivo de verificar o
envolvimento deste açúcar na manutenção das condições hídricas das plantasT)Ao
contrário do que se esperava, em condições de desidratação este autor [verificou
que as plantas pulverizadas com sacarose em concentrações de até 15%

mostraram diminuição do teor de açúcares solúveis totaiSlsía diminuição foi
atribuída a uma possível mobilização do açúcar para as raízes ou como substrato
respiratório pelo estimulo á respiração.^)



foram realizadas utilizando-se um pulverizador costal com pressão constante,

aplicando-se, emmédia, 20ml desolução por muda, tanto naparte abaxial, como

na adaxial das folhas. Todas as soluções continham ESTRAVON 0,05% (v/v)

como adesivo e umectante. Após 4 horas, foram avaliadas a atividade

fotossintética, a transpiracão c a condutância estomática através de sistemas de

trocas gasosas IRGA, modelo LCA-4, em folhas totalmente iluminadas c

expandidas.

As coletas das amostras nas folhas expandidas sem a presença de

nervuras foram feitas para os ensaios das invertases e açúcares solúveis totais e

nas folhas jovens (folhas em crescimento), para o ensaio da sintase sacarose com

intervalos de 40 minutos, até completar quatro horas após a aplicação dos

tratamentos.

Após a coleta, as amostras de folhas foram cuidadosamente lavadas para

a retirada do açúcar de suas supcrficies , em seguida, mergulhadas em nitrogênio

líquido a fim de paralisar o metabolismo e armazenadas a -80°C para posteriores

análises químicas.

2.3 Análises químicas

2.3.1 Extração e ensaio da atividade das invertases

As amostras foram maceradas em graal com areiana presençade meio de

extração constituído de tampão fosfato (50 umol.L') pH 7,5, 2-mercaptoetanol

(I umol.L"1 ) e MnS04 (5 umol.L'1), previamente resfriado, na proporção de 10

mL do meio por grama de tecido. As fases solúvel e insolúvel foram separadas

por centrifugação a 20.000 x g por 20 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante

coletado e armazenado no gelo até o uso e quantificação das invertases ácida do



vacúolo e neutra do citosol.

Para a invertase ácida da parede celular, o precipitado foi ressuspendido
em 10 mL do mesmo tampão fosfato de extração diluído 40 vezes, seguido de
nova centrifiigação. Essa lavagem foi realizada por duas vezes. Finalmente, o

"pellet" foi ressuspendido no mesmo tampão diluído, em igual volume ao obtido

para as invertases solúveis. O extrato contendo partículas maiores foi filtrado

com oito camadas de gaze. As alterações ajustadas foram feitas de acordo com

Lowell et ai. (1989). Asatividades das invertases foram determinadas em meio de

reação constituída de 750 pL de tampão fosfato 200 umol.L-1 pH 7,5 (invertase

neutra), de 750 pL de tampão acetato de potássio 200 molL"1 pH 4,5 (invertase

ácida do vacúolo c da parede celular), 200 uL de solução de sacarosc 200 p
mol.L- e 50 pL do extrato cru. Essa mistura foi incubada a 37°C durante 40

minutos eareação interrompida pela adição de I mL de DNS (Miller, 1959). Em
seguida, foi aquecida em banho-maria a 100°C por 5 minutos e, após atingir a
temperatura ambiente, procedeu-se à leitura em espectrofotômetro a 540 nm. A

quantificação baseou-se na curva padrão obtida da solução de glicose na faixa de
0al,0pg.mL'.

2.3.2 Extração e ensaio da sintaseda sacarose

As amostras de folhas foram maceradas em graal com nitrogênio líquido e
areia lavada na presença de tampão HEPES-NaOH (50 mmol.Ll) pH 7,0, 2
mmol.L-1 de MgCU 2mmol.L^de DDT e1mmol.L-1 de EDTA, na proporção de
1grama de tecido por 10 mL de tampão de extração (Déjardin et ai., 1997). O
material insolúvel foi descartado após centrirugação a20.000 xgpor 10 minutos
a 4°C e o sobrenadante coletado para o ensaio enzimático.

A atividade da enzima foi quantificada em meio de reação contendo



tampão MES 64 pmol (500 pL) pH 6,0, sacarose 125 pmol (300 pL), 0,5 pmol

de uridina difosfato (UDP) (190 pL) e extrato enzimático (lOpL)

(Chourey,1981). Para tanto, os tubos contendo a mistura de reação foram

transferidos do gelo para banho-maria a 37°C onde permaneceram por 25

minutos, quando então a reação foi paralisada pela adição de reagente de Nelson:

seguida de leitura em espectrofotômetro a 510 nm (Nelson, 1944). A

quantificação dos açúcares redutores baseou-se na curva padrão obtida partir de

uma solução de glicose na faixa de 0 a 1,2 pg.mL'1.

2.3.3 Extração e quantificação de açúcares solúveis totais

As amostras foram maecradascm graal com areia na presença de tampão

de extração, constituído de tampão fosfato (50 mmol.L1), pH 7,5, 2-

mercaptoetanol (1 mmol.L1) c MnS04 (5 pmol.L1), previamente resfriado, na

proporção de 10mL do meio porgrama de tecido. A quantificação dos açúcares

solúveis totais foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Yemm e

Willis (1954), utilizando-se alíquotas de 50 pL do extrato, 950 pL de água

destilada c 2,0 mL do reagente antrona (20 mg de reagente antrona, 0,5 mL de

água destilada e 10mL de H2S04 concentrado).

Após a homogeneização, as amostras foram aquecidas em banho-maria a

100°C por três minutos e, ao atingirem a temperatura ambiente, procedeu-se à

leitura em espectrofotômetro a 620 nm. A quantificação dos açúcares solúveis

totais baseou-se numacurvapadrão obtida de uma solução de glicose na faixa de

0 a 1,0 mg.mL"1.



3.RESULTADOSEDISCUSSÃO

Osteoresfoliaresdeaçúcaressolúveistotaiscaíramgradativãmentepara
3,8mg(gMS)"1duranteoperíodode96horascmqueasmudasdecafeeiros

permaneceramnoescuro(Figurai).Nomesmointervalodetempoesobum

fotopcríodode12horas,asplantasmantiveramumteormédioeconstantede7.2

mg(gMS)'1.Apesardeficaremcombaixosteoresdecarboidratos.devidoao

consumopelarespiração,asmudaspermaneceramcmbomestadovegetativo
apósapermanêncianoescuro.

x

7

12243648«)

Horasdeescuro

72

>S..".

M96

FiguraI-Teoresfoliardeaçúcaressolúveislotaisemmudasdecateeiroapós96horasde
escuroesoblotoperiodode12horas(linhacontinua).

fà)\Paraaobtençãodemudasconsideradasnestetrabalhocombaixoteorde
carboidratos.adotou-seocritériodeexporasmesmasaoescuro,porumperíodo
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de 72 horas] As mudas consideradas normais foram aquelas submetidas a 72
horas de fotoperiodo consecutivo de 12 horas. Essas mudas apresentavam,

comparativamente, uma concentração de carboidratos duas vezes maior em

relação à aquelas que permaneceram no escuro.

iP\Dc maneira geral, os teores de açúcares solúveis totais nas folhas das
mudas de cafeeiros consideradas como plantas normais, até um período de 4

horas da pulverização com água, sacarose a 0,5% ou a 1,0%, não diferiram

estatisticamente entre si (Fjg«^2). Ao final deste período, os teores
encontravam-se nos mesmos valores daqueles verificados antes da aplicação dos

tratamentosl

V ^Por outro lado, nas mudas consideradas como depauperadas, observou-se
um aumento nos teores foliares de açúcares solúveis totais a partir dos 40 e 160

minutos da aplicação em pulverização com soluções de sacarosc a 1,0 e 0,5,

respectivamente^(Figura 2). Neste intervalo de tempo, as pulverizações com o
açúcar a 1% sempre proporcionaram maiores teores de açúcares solúveis totais

doque as pulverizações naconcentração de0,5%.

Em condições de desidratação, Segura-Mongc (1989) verificou que, cinco

dias após a pulverização com sacarose a 15% e suspensão da rega, houve um

decréscimo nos teores de açúcares solúveis totais nas folhas das mudas de

cafeeiros, atribuindo-se esse decréscimo à mobilização do açúcar para outras

partes da planta ou ao seu envolvimento como substrato respiratório. Neste

experimento, o tempo de amostragem de 4 horas foi muito curto para a

constatação desses mesmos efeitbs^Êntretanto, os resultados mostram claramente
que a aplicação de sacarosc, via folha, em mudas de cafeeiros só foi eficiente em

aumentar os teores endógenos do açúcar quando elas se encontravam

depauperadas, com baixas reservas de carboidratos"^

10
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É comum ouvir relatos contraditórios dos cafeicultores quanto aos efeitos d;

pulverização de açúcar na lavoura. Para alguns, não foram observados quaisquc

efeitos. Para outros, essa prática proporcionou plantas mais vigorosas e folhas cor

uma coloração verde mais intensa. Possivelmente, os primeiros estariam pulvcrizandi

lavouras cm bom estado vegetativo, enquanto os outros o faziam o mesmo en

lavouras depauperadas.

^Os resultados apresentados permitem inferir que. para lavouras ben

manejadas esta prática é inócua, uma vez que a sacarosc não vai ser absorvida pela

folhas] Por outro lado. cm lavouras depauperadas, a pulverização com sacarosc
principalmente a 1%, deve elevar o nível do açúcar no tecido foliar. Não se sab

ainda, se o incremento do teor de açúcar vai proporcionar aumentos de produtividad

nas lavouras depauperadas.

Para Rena e Fávaro (2000), a pulverização não deve desempenhar qualque

atividade metabólica no cafeeiro e levar a aumentos de produtividade. Os dados da

pesquisas, como foi demonstrado na introdução deste estudo, também levam a cre

que não há efeitos positivos na produtividade do cafeeiro, uma vez que em nenhur

caso. foram observadas diferenças significativas favoráveis aos tratamentos qu

receberam sacarose (Lima et ei., 1998; Mangini et ai., 1998; Santinato et ai., 1998

Além do mais. nenhum cafeieultor relatou aumentos de produtividade após adotarei

essaprática. Novos estudos relacionando produtividade c pulverização de sacarose cr

cafeeiros. com diferentes níveis de carboidratos ou condições fisiológicas devera

esclarecer essas interrogações.
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ÍVoObserva-se que, em plantas normais, onde não foram verificadas

alterações nos teores de açúcares solúveis totais com as diferentes pulverizações,

de maneira geral não se verificaram também diferenças nas atividades das

invertases (FÍgujãsTfí-c-S) e da sintase da sacarose)(Figura 6). Contudo, em

plantas depauperadas, somente a pulverização das plantas com sacarose a 1%

permitiu a observação de um padrão definido. Maiores aumentos nas atividades

em relação à testemunha foram observados, concomitantemente ao aumento nos

teores de açúcares solúveis totais a partir dos 40 minutos, de pulverização para as

invertases ácidas da parede (Figura 3), invertases neutra (Figura 4), ácida do

vacúolo (Figura 5), e sintase da sacarose (Figura 6).
ív'" -'J J: (A elevação na atividade de enzimas que degradam a sacarose em folhas

que receberam este carboidrato a 1% pode estar associada ao aumento na

concentração do açúcar endógeno proporcionado por esta pulverização^ Estes

resultados demonstram que parte importante do açúcar "extra" foi assimilada na

própria folha, pois jáestá comprovado, para outras espécies de plantas, que, na

maioria das vezes, a utilização da sacarose depende de sua clivagem em reação

catalisada pelas invertases ou sintase da sacarose (ap Rees, 1984., Kruger et ai

1990).

A importância dessas enzimas em tecidos com franca atividade de

crescimento, nos quais hexoses são altamente exigidas como substratos para

diversos processos metabólicos como glicólise, ciclo dos ácidos tricarboxílicos,

biossíntese de amido, triacil glicerideos ou outras moléculas do metabolismo

primário c secundário, tem sido demonstrada (Gayler eGlasziou, 1972; Islã et ai.,

1992; (Ho, 1988), como também a sintase da sacarose na expansão e divisão

celular (Winter e Huber, 2000). Entretanto, não deve ser descartada ahipótese de

que a outra fração desse açúcar pode ter sido exportada para tecidos drenos,

como as raízes, porexemplo).
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Independentemente dos tratamentos aplicados c do estado fisiológico das

plantas, não foram observadas diferenças estatísticas na transpiracão das plantas

ao final do experimento (Figura 7). Resultados semelhantes foram observados na

análise da condutância estomática (Figura 8), demonstrando um controle

estomático da transpiracão. [Scgura-Monge (1989). verificou que pulverização
com sacarosc a 5 ou 10% levou à manutenção de um maior potencial hídrico em

plantas de café sob condições de desidratação, possivelmente pelo efeito físico

causado pela formação de uma camada do açúcar sobre a superfície foliar,

reduzindo a perda de água por transpiracão. Os resultados verificados neste

experimento comprovam a afirmação de Rena e Fávaro (2000) de que

pulverizações até 1% não devem funcionar como anti-transpirante, possivelmente

por não formar esta camada.

• 0% ÍHI 0,5% H 1%

Normal Baixa

Figura 7-Transpiração foliar de mudas de cafeeiros sob duas concentrações endógenas de
carboidratos, normal e baixa, após a aplicação de sacarose nas concentrações
0,5%, 1% e água como testemunha, aos 240 minutos (As barras indicam o
intervalo de confiança da média a 95%).



Para várias culturas, tem-se observado uma forte inibição da fotossíntesc

pelo acúmulo de carboidratos (glicose, frutosc c frutosanas) (Azcón-Bieto, 1983:

Foycr. 1988). Entretanto, os resultados desse experimento mostram que o
acúmulo de açúcares solúveis totais experimentados pelas plantas depauperadas,
quando pulverizadas com sacarose a 0,5 c 1,0% (FIGURA 2), estimulou a

fotossíntese, cm comparação com a testemunha (Figura 9). Deve-se levar cm

consideração que enzimas de degradação de sacarose foram imediatamente

ativadas quando da aplicação desses tratamentos (FIGURAS 3, 4 c 5) não
permitindo com isto, um grande acúmulo dos carboidratos a ponto de causar uma
retroinibição. Por outro lado, cm mudas normais, este estímulo na fotossíntese
não foi observado (Figura 9).
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Figura 8 - Condulancia estomáfica de mudas de cafeeiros sob duas concentrações
endógenas de carboidratos, normal e baixa, após a aplicação de sacarose nas
concentrações 0,5%, 1% e água como testemunha, aos 240 min (As barras
indicam o intervalo deconfiança da média a 95%).
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Figura 9- Atividade fotossintética em mudas de cafeeiros sob duas concentrações
endógenas de carboidratos, normal e baixa, após a aplicação de sacarose nas
concentrações 0,5%, 1% e água como testemunha, aos 240 minutos (As barras
indicam o intervalo de confiança da média a 95%).

Em plantas cuja concentração de carboidratos seja normal, não foram

observados aumentos na concentração cndógena de açúcares quando da

pulverização com sacarosc e nem diferenças significativas na atividade das

cnzimas^Figura 2, 3, 4c 5). Possivelmente, neste caso. a não utilização, pelas
plantas de concentração normal desse açúcar exógcno no tecido pode ter

impedido a atividade fotossintética, enquanto cm plantas depauperadas este

aumento foi observado (Figura 9).
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4.C0NCLUSÂ0

Com base nos resultados obtidos c nas condições observadas durante a

realização dos experimentos, pôde-se concluir que:

\yy [^ a pulverização de cafeeiros com sacarose via folha somente foi efetiva
emmudas com baixas reservas e naconcentração de 1%;

- provou aumento nos teores de açúcares solúveis totais e na atividade das

enzimas invertases e sintase da sacarose;

- a atividade da sintase da sacarose não variou muito entre as mudas

normais e de baixa concentração, pelo rato de as análises terem sido feitas em

folhas em crescimento (drenos);

- a fotossíntese foi estimulada em plantas com baixa concentração de
reserva, após terem sido pulverizadas com solução de sacarose a0,5% e 1%;

- no que se refere à transpiracão, não foram observadas diferenças ao
20

final do experimento, independente do tratamento, como também no estado

fisiológico das plantas. O mesmo resultado se aplica para a condutância
estomática, comprovando ocontrole estomático da transpiração7|
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ANEXOS

Anexo l-Médias de açúcares solúveis totais e invertase ácida de parede em função do nivel
de reserva de carbono das mudas e dos Iratamentos efetuados durante o
experimento

Açúcares solúveis totais Invertase ácida de parede
Normal Baixa Normal Baixa

Minuto 0% 0,5% 1% 0% Q,5Q/0 \% qq/0 05% |0/o qo/o n s% ]%
° 7.577 7,563 7.330 4.437 4,457 4,420 0.182 0,182 0,182 0,083 0,082 0.082

9,870 5,230 6,287 3.557 3.807 5,467 0,224 0.232 0,150 0,037 0,040 0^040
6,183 6.023 6,157 3,737 3,550 5,939 0,128 0.157 0,132 0.070 0,049 0.081
6,526 6.717 7,007 4,466 4,780 7,235 0.255 0,246 0,215 0,041 0,070 0,084
10,430 7,653 6,733 4,327 6.153 8.127 0.188 0,207 0,134 0,042 0,043 0.061
6.793 6.890 6.420 3,840 5,743 7,580 0,153 0,207 0,177 0,037 0.060 0.073

240 6.853 6.770 7.017 6.465 4.580 11,163 0.143 0.163 0,180 0.042 0,049 0^090
Total 7,748 6,692 6,707 4,404 4,724 7.133 0,182 0,199 0,167 0,050 0,056 0,073

40

80

120

160

200

Anexo 2-Médias de invertase neutra e invertase ácida do vacúolo em função do nível de
reserva de carbono das mudas edos tratamentos efetuados durante oexperimento

Invertase neutra Invertase ácida dovacúolo
Normal Baixa Normal Baixa

Minutos 0% 0,5% 1% 0% 0,5% 1% 0% 0,5% 1% 0% 05% 1%
0 0,221 0,222 0,220 0,215 0,214 0,214 0,221 0.220 0,220 0,261 0.260 0,259

40 0,254 0,234 0,238 0,180 0,201 0,217 0,285 0,257 0,262 0,217 0,248 0,278
80 0,213 0,221 0.179 0,181 0,217 0,249 0.143 0,166 0,129 0,223 0,260 0,322
120 0,222 0,233 0,234 0,223 0,201 0,252 0,250 0,248 0,224 0,266 0,225 0321
160 0,222 0,217 0.163 0,202 0,203 0,271 0.313 0,251 0,162 0,288 0,236 0315
200 0,225 0.195 0,281 0,206 0,228 0,233 0,214 0,174 0,209 0,243 0282 0,289
240 0,168 0,219 0,198 0,254 0,217 0,274 0,235 0,196 0,191 0.284 0,264 0320

Total 0,218 0.220 0,216 0,209 0,211 0,244 0,237 0,216 0,200 0,255 0,254 0,301
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Anexo 2- Médiade sacarosc sinlasc em função do nível de reserva de carbono das mudase
dos tratamentos efetuados durante o experimento

Sacarose sintase

Normal Baixa

Minutos 0% 0,5% 1% 0% 0,5% 1%

0 12,457 12,193 12,510 14.367 14,217 14,323

40 13,767 13,903 15,173 14,367 14,180 15,467

80 13.040 13,410 15,377 13,443 14,743 15,000

120 13.500 14.320 13,567 12,803 14,967 13,833

160 12,373 13.833 14,750 13,530 16,433 16,500

200 15,860 13,567 13,547 12,800 16,300 13,900

240 18,533 18,167 18,667 12,633 14,557 14,803

Total 14,219 14,199 14,799 13,420 15,057 14,832

Anexo 4- Médias de condutância estomática, atividade fotossintética e transpiracão foliar
em função do nível de reserva de carbono das mudas e dos tratamentos
submetidos duranteo experimento

Condutância

estomática

Atividade

fotossintética

Normal Baixa

Transpiracão
Foliar

Tratamentos Normal Baixa Normal Baixa

0%

0,5%

1%

0,037

0,040

0,020

0,020

0,023

0,030

3,470

5,083

2,850

1,293

2,520

2,610

1,087 0,350

1,183 0,413

0,687 0,503

Total 0,032 0,024 3,801 2,141 0,986 0,422
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