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RESUMO

Objetivou-se investigar os eventos fisioldgicos envolvidos no
desprendimento dos frutos, durante os diferentes estadios de amadurecimento,
relacionando-os com as diferentes forcas de desprendimento, bem como a
existéncia de uma zona de abscis@o nos frutos de café. Pedunculos e frutos de
Coffea arabica cv. Icatu amarelo, foram coletados nos estadios de maturagéo
verde, verde-cana e cereja nos intervalos de forcas de 10 — 13N e 8 — 99N, 6 —
69N eS5—59N,4—-4,9¢ 239N, respectivamente. Avaliagdes ultraestruturais
e anatdmicas foram realizadas na ligacdo entre pedunculos e frutos, e as andlises
bioquimicas em pedunculos e frutos separadamente. Nao foi observada uma
zona de abscisdo entre os pedunculos e frutos de cafeeiro, porém nota-se uma
desestruturacdo das células, ao longo do periodo de maturagdo. Essa
desestruturacdo estd relacionada ao aumento da atividade das enzimas de
degradacgdo de parede celular, poligalacturonase e celulase nos estadios finais de
maturagdo, bem como com uma maior peroxidacdo lipidica nesses estaddios. Os
niveis de poliaminas foram superiores no estadio inicial de maturagio, indicando
uma regulacdo antagoOnica com a sintese de etileno. Em geral, existe uma clara
diferenca fisiologica entre os estadios de maturagdo, o que explica as diferentes
forcas de desprendimento utilizadas em cada um. A partir desses resultados,
pode-se concluir que Coffea arabica cultivar Icatu amarelo ndo apresenta uma
zona de abscisdo entre o peduinculo e o fruto e que a diminuicdo da forga de
desprendimento estd relacionada as alteragdes morfologicas e bioquimicas
durante o processo de maturagdo.

Palavras-chave: Coffea arabica. Zona de abscisdo. Poliaminas. Enzimas de
degradacgdo. Espécie reativa de oxigénio.



ABSTRACT

This study aimed to investigate the physiological events involved in
coffee detachment during the various stages of ripening, linking them with the
different forces of detachment used for its harvesting, as well as the existence of
an abscission zone in coffee fruits. Peduncle and fruit of Coffea arabica cv Icatu
Amarelo were collected in the stages of ripening “verde”, “verde-cana” and
“cereja” in forces intervals of 10 - I3 Nand 8-99N,6-69Nand5-59N, 4
-4.9 and 2 - 3,9 N, respectively. Ultrastructural and anatomical evaluations were
performed on the connection region between peduncle and fruits, and
biochemical analyzes were performed in peduncle and fruits separately. It was
not observed a clear abscission zone between the peduncle and fruit of coffee
plants, but can be observed a disruption of the cells over the maturation period.
This disruption can be related to the increase in activity of cell wall degrading
enzymes, polygalacturonase and cellulose, in the final stage of maturation, as
well as the increase of lipid peroxidation. Polyamine levels were higher in the
initial stage of ripening, indicating an antagonistic regulation with ethylene
synthesis. In general there is a clear physiological difference between the
maturation stages which explain the different forces of detachment used in each.
In this way, it can be concluded that Coffea arabica cv Icatu Amarelo does not
have an clear abscission zone between peduncle and fruit. Moreover the
decrease of fruit-detachment force is clearly related to morphological and
biochemical changes during the maturation process.

Key-words: Coffea arabica. Abscission zone. Polyamines. Degrading enzymes.
Reactive oxygen species.



2.1
2.2
2.3
24

31

3.2
3.21
3.2.2
33
331
3.3.2
3.33
3.34
3.3.5
3.3.6
3.3.7
3.3.71
3.3.7.2
3.3.7.3
34

4.1
4.2

SUMARIO

INTRODUGAO ... 10
REVISAO BIBLIOGRAFICA ...........coocoovivivmeeeeeeeeeeeeeeeees 12
Cultura do cafeeiro.................coceeviiiiiiiiiiniee e 12
Fisiologia da maturacdo docafé.....................coccooiiiiiniinnne, 14
O processo de maturacio e as espécies reativas de oxigénio ....... 18
Colheita mecanizada seletiva e forca de desprendimento de

frutos de café................oooviiiiiiii 21
MATERIAL E METODOS ..........oovvriiniinnieseseseiessissisenens 24
Obtencio do material vegetal..................coccooiiiiiiiniiinie, 24
Analises ultraestruturais e anatdomicas.................ccccoeveeveerennnne. 26
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)................ccccooee..... 26
Anatomia dos pedinculos..............occoeviirieiiniiniee e 27
Analises Bioquimicas..............coccooooiiiiiiniiiiiiiiiee e 28
Atividade da poligalacturonase (PG)...........cc.ccoeeeriiiniinennnnne. 28
Atividade da celulase.................ccoooiieiiiniiiniii 28
Quantificacdo de amido .................cccveeviiiiiiiiiee s 29
Quantificaciio de poliaminas livres (PA) ..........ccccoevieriiiiiennnnne. 30
Peroxido de hidrogénio (H»O5)..........cccoovveiirieniieienieieie e 30
Peroxidaciio lipidica ...............coccoviiiiiinii 31
Enzimas antioxidantes ................cccccoooeiviiiiiiiniieneeee e 31
Dismutase do superoxido (SOD) ...........ccoooiiviiiniiniiincceeeee 32
Catalase (CAT) .....coouveieiieeeeeeee et 32
Peroxidase do ascorbato (APX)..........ccccoceivviiieniiieniiee e, 33
Analise estatistica ...............cooovriiiriiiiee e 33
RESULTADOS E DISCUSSAO ......coooovviiiiieiieieeieeeeineines 34
Analises ultraestruturais e anatomicas.................ccocoevveeiverennne. 34
Analises bioquimicas ..............coccooviiiiiiniiii 40
CONCLUSAQ ......cooooiieiieee s 59
PERSPECTIVAS FUTURAS .......c.ooiieee e 60

REFERENCIAS ......oooooeeeeoeeeeeeeeeeeee oo 61



10

1 INTRODUCAO

O cafeeiro ¢ uma das culturas mais tradicionais ¢ de grande impacto
econdmico na agricultura brasileira, tendo seu cultivo iniciado ha mais de 200
anos. Seu fruto é conhecido como climatérico, apresentando um pico na
produgdo de etileno no estadio verde-cana, que antecede o estadio cereja, que € o
ponto de maturacdo ideal para a colheita.

O processo de maturacdo dos frutos ¢ descrito como uma forma de
senescéncia modificada, caracterizada por uma elevada producdo de espécies
reativas de oxigénio, declinio na atividade antioxidante e consequente dano as
membranas celulares. Esses eventos, associados a ativacdo de enzimas de
degradag@o de parede celular, acarretam nas alteragdes necessarias para o total
amadurecimento dos frutos.

O cafeeiro apresenta uma diferenca na matura¢do de seus frutos, em
consequéncia de uma florada desuniforme, podendo prejudicar, tanto o processo
de colheita como a qualidade do produto final. Isso porque os frutos devem ser
colhidos somente quando atingirem a maturagdo, fase em que apresentam as
caracteristicas de aroma e paladar desejadas. No caso do café, a desuniformidade
de maturagdo dos frutos, juntamente com o formato da planta, proporciona um
maior grau de dificuldade de colheita quando comparada a outras culturas.

Os custos, na etapa de colheita, podem chegar a 70% do custo total da
producdo, e a escassez de mio de obra estd levando a um aumento do uso de
colhedoras. A colheita mecanizada ¢ realizada por varetas situadas em cilindros
oscilantes, os quais trabalham na vertical. Ha variacdo da forca exigida para o
desprendimento dos frutos da planta nos diferentes estddios de maturagao,
ocorrendo um decréscimo da intensidade ao longo do amadurecimento. Assim,
durante o processo de colheita, deve-se considerar o tempo de aplicacdo, bem

como a intensidade da vibragio da colhedora. Essa for¢a de desprendimento dos
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frutos pode estar diretamente relacionada com a formacdo de uma zona de
abscisdo, com células anatémicas e morfologicamente diferenciadas, que
preparam o orgdo vegetal para o seu desprendimento da planta.

Com o objetivo de aperfeigoar a colheita mecanizada seletiva,
investigaram-se os eventos fisiologicos envolvidos no desprendimento dos frutos
durante os diferentes estadios de amadurecimento, relacionando-os com as
diferentes forgas de desprendimento, bem como a existéncia de uma zona de

abscisdo nos frutos de café.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do cafeeiro

O cafeeiro ¢ uma espécie origindria do continente africano, sendo, no
Brasil, uma das culturas mais tradicionais ¢ de grande expressdo econdmica na
agricultura (DAVIS et al., 2011). Ela pertencente ao género Coffea L. da familia
Rubiaceae, que apresenta em torno de 100 espécies, sendo C. arabica ¢ C.
canephora as de maior valor econdmico (CASTRO; MARRACCINI, 2006).

Depois do petréleo, o café¢ é a commodity mais comercializada no
mundo, com vendas globais estimadas em 90 bilhdes de ddlares. No Brasil, a
area cultivada com as espécies ardbica e canephora totalizam cerca de 2.282.619
hectares, sendo a maior area (1.238.270 hectares) localizada no estado de Minas
Gerais, com predominio da espécie ardbica (98,87%) (CONSELHO
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2015).

Dentre as cultivares de cafeeiro, podemos destacar a cultivar Icatu
amarelo, desenvolvida, inicialmente, a partir da identificagdo do cruzamento
natural de plantas da cultivar Icatu Vermelho com 'Bourbon Amarelo' ou
'Mundo Novo Amarelo', ocorrido em um experimento do Instituto Agronémico.
Essa cultivar apresenta excelente qualidade da bebida, podendo ser utilizada
mais intensivamente para café “espresso”. Apresenta maturacio de média a
tardia, e as cultivares do grupo Icatu Amarelo, podem ser uma opg¢ao em regioes
de baixas altitudes, quentes e umidas (GUERREIRO FILHO; FAZUOLI; EIRA
AGUIA, 2015).

A regido Sul do estado de Minas Gerais ¢ marcada por grandes variagdes
edafoclimaticas, o que faz com que a qualidade do café se expresse de maneira
distinta, com uma grande diversidade de sabores e aromas (BARBOSA et al.,

2012). Aliado a isso, esta o fato de que o processo de floragdo do cafeeiro pode
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ocorrer em diferentes periodos, resultando em uma maturacdo dos frutos de
forma desigual (MAJEROWICZ; SONDAHL, 2005). A qualidade da bebida
tem sido associada, entre outros fatores, com a fase de maturacdo dos frutos no
periodo da colheita. Dessa maneira, a presenga de frutos imaturos durante a
colheita, resultantes da desuniformidade da florada, altera a acidez e o amargor
da bebida, influenciando a qualidade do produto final (PEREIRA et al., 2005).

Os frutos imaturos sdo aqueles que ndo completaram o ciclo de
maturag@o e, portanto, ndo apresentam composi¢do quimica plena e equilibrada,
apresentando sabor, textura e odor indesejaveis. Com isso, as propriedades
organolépticas do café ndo se desenvolvem completamente durante a torra dos
grios, dando origem a bebidas asperas, adstringentes e com amargor acentuado,
com qualidade inferior aquela proporcionada por frutos maduros (CORTEZ,
2001).

Apds o processo de fecundacio, inicia-se a fase de formagdo dos frutos,
fase essa denominada “chumbinho”, na qual ainda nio apresentam crescimento
visivel. Posteriormente, no estadio verde, ha a formag¢do do endosperma e
granacdo dos frutos, que se expandem rapidamente, atingindo seu crescimento
maximo. A partir da fase “verde-cana”, que caracteriza o inicio da maturago, os
frutos comecam a mudar de cor, evoluindo até o estadio “cereja”, e ja se pode
diferenciar a cultivar de fruto amarelo ou vermelho. Apds essa fase, os frutos
comegam a secar até atingir o estddio ‘“seco” (MORAIS et al., 2008;
PEZZOPANE et al., 2003).

A maturag@o dos frutos ¢ marcada por varios processos metabdlicos e
modificagdes na composi¢cdo quimica, até o ponto ideal de colheita, ou seja, o
estadio cereja (MORAIS et al., 2008). Por isso, o estadio cereja, confirmado pela
troca de colorag@o de verde a vermelho ou amarelo, dependendo da cultivar, é o
momento em que o fruto expressa o seu potencial maximo de qualidade

(ARRUDA; HOVELL; REZENDE, 2011).
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O fruto do cafeeiro atinge o auge da maturacio no estadio cereja, onde
ha o méximo desenvolvimento de todos os seus componentes, como casca,
mucilagem, pergaminho e sementes. Durante o processo de torra, ocorrem todas
as reacgdes fisico-quimicas necessarias para a obtengdo de caracteristicas
sensoriais desejaveis, satisfazendo as exigéncias para producio de cafés de alta
qualidade (GIOMO, 2012). Essa qualidade do café esta intimamente relacionada
com o sabor e¢ aroma que ele apresenta, e isso determina o preco do produto
final, bem como a aceitagdo no mercado nacional e internacional dos cafés
especiais (MALAVOLTA, 2000). Com o aumento da demanda por cafés
especiais em relacdo aos cafés comuns, a qualidade da bebida vem se tornando
um critério para atingir o mercado com maior valorizagdo do produto final

(LADERACH et al., 2011).
2.2 Fisiologia da maturacio do café

O estudo da fisiologia do cafeeiro é de grande relevancia para o
conhecimento da cultura e dos tratos culturais a serem realizados para a
obten¢do de uma bebida de qualidade (FAGAN et al., 2011).

O cafeeiro apresenta frutos climatéricos e sua maturagdo ¢ um processo
em que os frutos alcancam as caracteristicas de cor, textura, aroma, sabor,
tornando-os aptos ao consumo (MARIN-LOPEZ et al., 2003; SAGIO et al.,
2013, 2014). Em C. arabica, a sacarose é um dos principais compostos presentes
no gréo e, embora seja degradada durante a torra, esta molécula ainda pode ser
encontrada em baixas concentragdes nos graos torrados, contribuindo para a
dogura da bebida. Além disso, sua degradacdo fornece agticares redutores, os
quais estdo envolvidos nas reagdes de Maillard e/ou caramelizacdo que ocorrem
durante o processo de torra, sendo responsaveis pela formacgdo da cor, sabor e

aroma peculiares da bebida. O alto contetido de sacarose em grdos de C.
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arabica, em relagdo ao encontrado em C. robusta, pode explicar , parcialmente,
a melhor qualidade da bebida, a qual depende também de varios outros fatores
(GEROMEL et al., 2008; KY et al., 2001).

Portanto, os processos de transformagéo fisica, quimica e fisioldgica sdo
determinantes na qualidade da bebida e se iniciam comumente, durante as etapas
finais da maturagio fisiologica do fruto. Esse processo final de maturacdo do
café inicia-se com o aumento da atividade respiratoria e com a sintese de etileno,
acompanhado do metabolismo de agtcares e acidos graxos, além do decréscimo
da adstringéncia e sintese de compostos volateis, como aldeidos, ésteres, cetonas
e 4alcoois que caracterizam o aroma do fruto maduro (CARVALHO;
CHALFOUN; CHAGAS, 1985; WANG; LI; ECKER, 2002). No cafeeiro, a
produgdo do etileno ¢ baixa em frutos verdes, atinge um pico no estadio verde-
cana e novamente uma queda no estadio final de maturag@o, indicando uma fase
climatérica da maturagdo (PEREIRA et al., 2005).

A Dbiossintese desse hormonio tem como precursor o adenosil-L-
metionina (SAM), que é produzido, a partir do aminoacido metionina, pela acdo
da enzima sintetase da SAM (EC 2.5.1.6), numa reagdo que consome energia na
forma de ATP (BLEECKER; KENDE, 2000; YANG; HOFFMAN, 1984). A
etapa crucial na rota, no entanto, ¢ a conversido de SAM ao &cido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), catalisada pela enzima sintase do ACC
(EC 4.4.1.14). Juntamente com a produgdo do ACC, a agdo da sintase do ACC
sobre a SAM produz também 5’-metiltioadenosina (MTA). Essa molécula ¢,
entdo, convertida & metionina por meio de uma via de sintese de metionina
modificada (MIYAZAKI; YANG, 1987), conhecida como ciclo de Yang, onde a
quantidade de metionina ¢ mantida para a producdo do etileno. Na etapa
subsequente, o ACC é convertido a etileno, pela acdo da oxidase do ACC (EC
1.4.3) (BLEECCKER; KENDE, 2000; YANG; HOFFMAN, 1984).
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O etileno ¢ um hormdnio gasoso, relacionado com varios processos
fisiologicos nas plantas, tais como: respostas a estresses ambientais, processo de
senescéncia de orgdos e tecidos, maturacdo de frutos e no processo de abscisdo
(KESY et al., 2011; WANG; LI; ECKER, 2002). O processo de abscisdo ¢
altamente regulado e envolve mudancas estruturais, bioquimicas ¢ moleculares,
que resultam na separagdo dos drgdos vegetais, como folhas, flores e frutos
(LEWIS et al., 2006). Esse processo ocorre em uma camada de células
anatomicamente distinta, conhecida como zona de abscisdo (ZA)
(PATTERSON, 2001). A funcionalidade e o posicionamento das células da ZA
proporcionam as mesmas serem alvos hormonais em plantas superiores
(OSBORNE; MCMANAUS, 2005). Essa zona apresenta camadas, que sao
diferenciadas do ponto de vista bioquimico e morfoldgico, e o enfraquecimento
das paredes celulares, nessa regido, ocorre pela dissolugdo da lamela média e
degradag@o da parede celular por essas enzimas.

Os polissacarideos das paredes celulares dos frutos estdo associados a
firmeza de seus tecidos que, durante o amadurecimento, sofrem alteragdes,
levando a degradacdo da parede celular e a diminui¢do da adesdo intercelular
(WALDRON et al., 1997). A decomposicdo das moléculas, como: protopectinas,
celuloses e hemiceluloses amaciam as paredes celulares, pois diminuem a forga
coesiva que mantém as células unidas, assim como a degradagdo da molécula de
amido (CHITARRA; CHITARRA, 1990). As mudangas aparentes nas
dimensdes dos polimeros da parede celular que acompanham o amadurecimento
dos frutos implicam na ag¢@o de enzimas capazes de degradar componentes
especificos da parede celular. Dessa maneira, a percep¢do do sinal do etileno
pelas células, durante o processo de maturagdo, leva a ativacdo das isoformas de
enzimas especificas de degradacdo de parede celular, como poligalacturonase
(EC 3.2.1.15) e celulase (EC 3.1.2.4) (GONZALEZ-CARRANZA; LOZOYA-
GLORIA; ROBERTS, 1998).
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Nesse contexto, a enzima poligalacturonase desempenha o papel de
catalisar a hidrdlise das ligacdes a 1-4 entre os residuos de acido galacturénico
da cadeia de pectina (FISCHER; BENNETT, 1991). Sua atividade tem sido
identificada em varios frutos, durante o amadurecimento, € se correlaciona com
aumento de pectinas soluveis e o amadurecimento dos frutos (RESENDE et al.,
2004). Ja, a enzima celulase ¢ responsavel pela desestruturagdo das microfibrilas
de celulose e, portanto, capaz de romper as ligagdes glicosidicas, resultando na
liberacdo de oligossacarideos (GALLON; BROETTO; SILVA, 2009).

Em varias espécies, a interacdo do etileno com outros hormonios, como
as poliaminas (PA), ¢é critica na regulagdo da progressdo da abscisdo dos 6rgaos
(LEWIS; LESLIE; LILJEGREN, 2006; PATTERSON; BLEECKER, 2004). PA
ou também conhecidas como aminas bioativas, desempenham importante papel
no crescimento e proliferagdo celular e na sintese de proteinas e &cidos
nucléicos. Estdo envolvidas na reparagdo da matriz extracelular, adesao celular e
em certos processos de sinaliza¢do (LEITE et al., 2012), estando presentes, com
proporgdes variadas, na maioria dos vegetais (GLORIA, 2005). A concentragio
de poliaminas nos tecidos vegetais pode ser afetada por inumeros fatores, dentre
eles o grau de maturacdo, luz e temperatura. Estudos tém demonstrado uma
correlagdo positiva da concentracio de poliaminas totais, ou, até¢ mesmo, de uma
ou das trés principais (putrescina, espermidina e espermina) no crescimento e
desenvolvimento vegetal (MALIK; SINGH, 2004; ZIOSI et al., 2003). De forma
geral, os frutos sdo ricos em putrescina ¢ espermidina, contendo baixas
concentragdes de espermina. Maiores teores de espermina sdo, geralmente,
encontrados em produtos carneos (BARDOCZ, 1995). Como o etileno e as PA
compartilham de um precursor comum, SAM, a relagdo de biossintese dessas
moléculas ¢ considerada como uma demanda competitiva (PANDEY et al.,

2000; PANG et al., 2006; QUIN; LAN, 2004).
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Em Olea europaea L., foi observado que o metabolismo das PA ¢
alterado na ZA, durante a abscisdo de frutos maduros (GOMEZ-JIMENEZ et al.,
2010a). Trabalhos com essa espécie ja demonstraram que, durante a abscisdo
dos frutos maduros, os niveis enddgenos de poliaminas estdo intrinsecamente
controlados, provavelmente em beneficio da sintese de etileno na zona de
abscisdo (GOMEZ-JIMENEZ et al., 2010b). No entanto, em frutos de café,
ainda ¢ desconhecida a existéncia dessa zona de abscisdo, bem como a interacao
entre os hormdnios. Dados esses que auxiliariam na compreensio do processo de

desprendimento dos frutos de café.

2.3 O processo de maturacio e as espécies reativas de oxigénio

O processo de amadurecimento do fruto pode ser considerado como uma
forma modificada de senescéncia. O mecanismo de deterioracdo das membranas
e desestruturagdo dos tecidos durante o amadurecimento podem  ser,
provavelmente, semelhantes aos caracterizados durante o processo de
senescéncia, envolvendo o acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(MONDAL et al., 2004, 2009).

Dentre as EROs, estdo o radical superdxido (O,-), perdxido de
hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (OH) e oxigénio singleto (‘O,), que sio
produtos inevitdveis do metabolismo vegetal e que sdo consideradas a principal
causa de danos oxidativos celulares (JIMENEZ et al., 2002; SHARMA et al.,
2012). Visando a minimizar os efeitos das EROs, as células apresentam em seu
metabolismo o sistema antioxidante enzimatico, constituido por enzimas, como:
a dismutase do superoéxido (SOD - EC 1.15.1.1), catalase (CAT - EC 1.11.1.6) e
peroxidase do ascorbato (APX - EC 1.11.1.11), e o ndo- enzimatico composto,

por exemplo, pelo ascorbato e glutationa.
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A enzima SOD ¢ a primeira linha de defesa contra as EROs, realizando a
dismutag@o dos ions superéxidos, com a formagao de H,O,. Os ions superdxidos
sdo sintetizados em qualquer compartimento celular que apresente transporte de
elétrons, estando presentes em todos os compartimentos celulares susceptiveis
ao estresse oxidativo (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002; BREUSEGEM et
al., 2001; MITTLER, 2002). A CAT tem a fun¢do de neutralizar o H,O, em
adgua e oxigénio molecular e estd presente nos peroxissomas e glioxissomas
(MITTLER, 2002; SHARMA et al., 2012). Ja, a APX utiliza o ascorbato como
seu doador de elétrons para reduzir H,O, a dgua, fazendo parte do ciclo
ascorbato-glutationa (SHIGEOKA et al., 2002). A APX ¢ considerada uma
enzima de suma importancia na eliminac¢do de H,O, no citosol e nos cloroplastos
(INZE; VAM, 1995). O ciclo ascorbato-glutationa ¢ uma via eficiente para
plantas que tenham disponibilidade de H,O, em compartimentos celulares onde
ndo esteja presente a enzima CAT, como nos cloroplastos e citosol (MITTLER,
2002; POLLE, 2001).

A existéncia de um equilibrio entre a formag¢do de EROs ¢ a acdo de
componentes celulares com capacidade antioxidante ¢ muito importante, uma
vez que as células s3o muito susceptiveis aos danos oxidativos (ANAND et al.,
2009). Reagdes envolvendo EROs sdo constituintes intrinsecas de processos
como senescéncia e maturagdo de frutos, principalmente porque ¢ uma resposta
ao declinio da atividade de determinadas enzimas antioxidantes
(PROCHAZKOVA; WIHELMOVA, 2007).

Acredita-se que as EROs desempenham um papel importante no
afrouxamento da parede celular. Estudos tém demonstrado a participa¢do do
H,0, na formagdo da zona de abscisdo. A aplicacdo exdgena de H,O, em
Capsicum frutensens levou a um aumento na expressao de genes que codificam
a enzima celulase, levando ao processo de abscis@o de folhas. Por outro lado,

quando aplicados inibidores de EROs e, consequentemente, de H,O,, ocorreu



20

uma inibicdo da expressdo desses genes, impedindo o processo de abscisdo
(SAKAMOTO et al., 2008). Tem sido proposto que NADPH oxidases, na
membrana plasmatica, catalisam a formacdo de superdxido apoplastico, que
dismuta em H,0, e O,. J4, o radical hidroxila pode ser formado a partir de O, ¢
H,0, no apoplasto sob catalise por peroxidases. O radical hidroxila pode clivar
diretamente os polissacarideos, levando a desestruturacdo da parede celular
(MULLER; TINTELNOT; LEUBNER-METZGER, 2006; SCHWEIKERT;
LISZKAY; SCHOPFER, 2000, 2002).

Durante o processo de maturagdo dos frutos, o aumento do estresse
oxidativo, provavelmente resultante da diminuicdo da atividade das enzimas
antioxidantes, € necessario para facilitar muitas mudancas metabodlicas
associadas com o amadurecimento dos frutos (MONDAL et al., 2004,
ROGIERS; KUMAR; KNOWLES, 1998). Além da correlagdo das EROs com as
enzimas de degradagdo de parede celular, elas estdo relacionadas com a morte
celular programada. Esse evento desencadeia inumeros papéis no
desenvolvimento dos vegetais, estando diretamente relacionada a senescéncia
(FUKUDA, 2000) e ¢ um processo altamente relacionado com a sinalizacdo em
virtude do aumento das EROs (MOLLER; JENSEN; HANSSON, 2007). Ela
pode, também, ser desencadeada pela sinalizacdo do etileno, para ativagcdo das
enzimas de afrouxamento e degradacéo da parede celular (IRFAN et al., 2010).
O aumento da produg@o de EROs desencadeiam uma alta atividade das enzimas
que controlam a degradacdo da parede celular, culminando com sua degradagéo

(GUNAWARDENA et al., 2001).
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2.4 Colheita mecanizada seletiva e forca de desprendimento de frutos de

café

Em periodos em que o preco de mercado ndo cobre os custos de
producdo do café, como o caso atual, os produtores necessitam reduzir seu custo
global e, nesse caso, para ndo comprometer os tratos culturais, a melhor solugio
¢ a redugdo dos custos operacionais. Nesse contexto, a mecanizagdo das
operagdes de cultivo e colheita assume um importante papel, principalmente em
tempos de crise na cafeicultura (SILVA; SILVA; MIRANDA, 2014).

A produ¢do do café pode ser realizada por um sistema manual,
semimecanizado, mecanizado ou supermecanizado. O sistema manual pode ser
considerado como convencional, onde as diversas operagdes sdo realizadas a
partir de trabalho bragal. O sistema semimecanizado consiste na utilizacdo
associada de trabalho bracal ¢ maquinas. O sistema mecanizado considera o uso
das colhedoras e o supermecanizado consta de todas as operagdes da colheita
feitas mecanicamente, com colheita seletiva e recolhimento mecanico do café
caido no chéo (SILVA; SILVA; MIRANDA, 2014).

A tendéncia que se verifica em regides em que predominam pequenas e
médias propriedades, ¢ a expansdo do sistema semimecanizado, havendo um
equilibrio entre o trabalho bragal e de maquinas, atendendo em especial a
agricultura familiar. Em regides com topografia mais plana e em propriedades
maiores, o sistema mecanizado tem apresentado grande crescimento (SILVA;
SILVA; MIRANDA, 2014).

Apesar de ndo ter uma relacdo direta com a qualidade da bebida, a
colheita seletiva efetuada com o uso de colhedoras visa a melhorias nos padroes
de classificagio da bebida para atender ao mercado dos cafés especiais, no qual a
bebida ¢ altamente valorizada. O café deve ser colhido no ponto 6timo de

maturagdo (cereja), pois, quando colhido verde ou mais seco, ha
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comprometimento da qualidade do produto final (CARVALHO; CHALFOUN;
CHAGAS, 1994). Com isso, a colheita mecanizada e seletiva torna-se uma
opcao, visto que permite uma selecdo mais adequada dos frutos durante a fase de
colheita (SILVA, 2004).

A colheita do café apresenta maior grau de dificuldade quando
comparada a outras culturas, em razdo do formato da planta, da desuniformidade
de maturacg@o e do elevado teor de umidade dos frutos. Fatores como topografia,
espagamento de plantio e area cultivada devem ser observados para a escolha de
um desses sistemas de colheita. No entanto, parametros relacionados com o
desempenho médio operacional e custo do servi¢o bragal ou mecanizado sdo
fundamentais para a tomada de decisdo. Enquanto o custo da mio de obra varia
conforme a regido, o desempenho operacional ¢ o custo da mecanizagdo sdo
mais complexos e especificos, pois variam muito com a topografia e tamanho
das propriedades.

Dentro dos custos de produgdo de café, a mao de obra empregada na
colheita representa de 25 a 35% do total, ¢ os custos do processo de colheita
podem atingir até 70% do custo de producédo total (MONROE; WANG, 1968).
Além disso, a falta de mdo de obra leva ao aumento do uso da colheita
mecanizada pelo uso de colhedoras, que podem realizar o trabalho de até 250
homens (FILGUEIRAS, 2001; SILVA, 2004). Por outro lado, os custos na etapa
da colheita podem ter uma reducdo de 42%, pelo uso da colheita
semimecanizada e entre 45-52%, pela colheita mecanizada, ambas comparadas a
colheita manual. J4, a colheita supermecanizada pode levar a até 70% da reducéo
dos custos (SILVA; SILVA; MIRANDA, 2014).

A colheita mecanica do café ¢ realizada por meio de varetas situadas em
cilindros oscilantes na colhedora, os quais trabalham na vertical, envolvendo os
cafeeiros lateralmente, derricando os frutos pelo efeito da vibragdo (SILVA et

al., 2013). Dessa forma, o tempo e a intensidade de aplicagdo da vibragdo devem
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ser considerados no processo de colheita, visando a colheita seletiva (SOUZA et
al., 2005). Assim, a forga exigida pelos frutos de café para seu desprendimento
da planta é que determina a velocidade operacional e a vibragdo das varetas da
colhedora, visto que esta varia entre os estadios de maturagdo dos frutos de café
(SILVA et al., 2010, 2013). Dessa maneira, essa diferenga na forgca entre os
estadios de maturagdo pode ser um pardmetro para o gerenciamento da colheita
mecanizada em cada lavoura (SILVA et al., 2010).

O desprendimento dos frutos ocorre quando as forgas inerciais,
decorrentes do movimento dos frutos, tornam-se maiores do que a forgca de
tracdo necessaria para causar o desprendimento (PARCHOMCHUK; COOKE,
1971). Para colher o maior numero de frutos cerejas, ¢ necessdrio ajustar a
vibra¢do das varetas da colhedora, deixando a maioria dos frutos verdes na
planta (SILVA et al., 2010). A forga de desprendimento dos frutos (FDF) pode
ser considerada um indicativo do momento ideal da colheita, como também um
parametro para o gerenciamento da colheita mecanizada do café, visto as
diferencas encontradas em diferentes estadios de maturago e progénies de café
(SILVA et al., 2013).

A FDF ¢ um fator limitante no processo de colheita do café. Embora os
intervalos de FDF ja tenham sido estabelecidos para os diferentes estadios de
maturagdo (SILVA et al., 2013), ainda sdo inexistentes trabalhos que relacionem
a FDF com os eventos fisiolégicos e morfoldgicos, ao longo do
amadurecimento. Com isso, torna-se necessario compreender a relacdo entre a
abscisdo, a forca de desprendimento e as alteragdes ultraestruturais e fisiologicas
em cada estadio de desenvolvimento dos frutos de café. A caracterizagio
fisiologica dos frutos ao longo do processo de maturacdo e sua relacdo com a
forca de desprendimento contribuirda para o aperfeicoamento da colheita
mecanizada seletiva, possibilitando maior conhecimento acerca dos ajustes

necessarios para a FDF a ser empregada no momento da colheita.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Obtencio do material vegetal

O material vegetal foi obtido de area cafeeira localizada no Setor de
Cafeicultura da Universidade Federal de Lavras. Frutos e pedinculos de Coffea
arabica cv. Icatu amarelo foram coletados, individualmente, em diferentes
estadios de maturagdo e intervalos de forca de desprendimento (Tabela 1). A
FDF foi aferida pela utilizagdo de um dinamémetro portatil modelo DD-200,
marca Instrutemp (Figura 1) adaptado para a coleta dos frutos de café. Os
intervalos de forcas de desprendimento para cada estddio de maturagdo dos
frutos foram determinados e fixados por um pré-teste realizado no local das

coletas, baseando-se nos resultados descritos por Silva et al. (2013).

Tabela 1 Estadio de maturacdo, més de coleta ¢ intervalos de FDF

Estadio de maturacio Més de coleta Intervalo da FDF
Verde Margo — Abril 8a99Nel0al3N
Verde-cana Maio — Junho 6a69Ne7a79N

Cereja Junho — Julho 2a39Ne4a59N
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Figura 1 Utilizagdo do dinamémetro portatil

A coleta foi realizada no terco médio das plantas, com quatro repetigdes,
sendo que os frutos foram coletados individualmente. Quando desprendidos
dentro de um dos intervalos de for¢a pré-determinados tiveram a regido de
ligacdo entre o pedunculo e o fruto foram excisadas com o auxilio de um bisturi
(Figura 2A), e fixadas em Karnovsky (amostra “a”), ou fixadas em formaldeido,
alcool e acido acético — FAA (amostra “b”) ou levadas ao ultrafreezer a -80 °C
(amostra “c” e “d”), conforme descritos na figura 2A. Paralelamente, os

pedunculos foram manualmente separados dos frutos e fixados em Karnovsky

(Figura 2B).
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(A)
Avaliacoes ultraestruturais Avaliagdes bioquimicas
e anatémicas ,
' Corte longitudinal
Karnovsky (Amostra “a”) <——
FAA (Amostra “b”) ¢ —> - 80°C (Amostra “c”)
—> - 80°C (Amostra “d”)
(B)

—> Karnovsky —>

- U —> © (Amostra “e”)

Figura 2 Ilustragcdo da metodologia de coleta e armazenamento das amostras

3.2 Analises ultraestruturais e anatomicas

Para a realiza¢do dessas analises, foram utilizadas as amostras “a”, “b” e

“e” (Figura 2A e B).

3.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para investigar a possivel existéncia de uma zona de abscisdo em frutos
verde, verde-cana e cereja, amostras fixadas em Karnovsky (amostra “a”) foram
colocadas em glicerol 30% por 30 minutos e, na sequéncia, imersas em
nitrogénio liquido. Em seguida, foi realizado um corte longitudinal com o

auxilio de um bisturi (Figura 2A).
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Os pedunculos armazenados em Karnovsky (Figura 2B) foram excisados
na regido proximal do fruto e a amostra “e” foi utilizada. As amostras (“a” e “e”)
foram lavadas trés vezes, durante 10 minutos em tampao de cacodilato 0,05 M e
pos-fixadas em tetréxido de 6smio a 1% durante duas horas. Posteriormente,
foram desidratadas em gradiente de acetona (25, 50, 75 e 90%), durante 10
minutos cada e duas vezes em acetona 100%, durante 10 minutos e, em seguida,
levadas ao aparelho de ponto critico (Balzers CPD 030), utilizando CO, liquido
para completar a secagem. As amostras foram montadas em suportes de
aluminio (stubs) com fita dupla de carbono e banhadas com ouro, utilizando um
evaporador Balzers SCD 050 e mantidas em silica gel até observacdo. As
amostras “a” foram dispostas com a regido excisada para cima, enquanto que as
amostras “e” foram montadas com a regido que estava voltada para o fruto para
cima. Andlises de MEV foram realizadas utilizando um microscépio Leo EVO

40, com 5,5 a 9 mm de distancia de trabalho e 20kv.

3.2.2 Anatomia dos pediinculos

A regido de ligag@o entre pedunculo e fruto que estava fixada em FAA
(amostras “b”) foi emblocada em Polietilenoglicol (PEG) de forma gradual (40 a
100%). Cada bloco foi seccionado com auxilio de um micrétomo
semiautomatico de 8 em 8 um de espessura. As sec¢des foram distendidas sobre
laminas contendo agua e, quando secas, o material foi corado com azul de
toluidina (O'BRIEN et al., 1964). As laminas foram fotografadas em camera

Zeiss AxioCam Erc 5s acoplada ao microscdpio modelo Zeiss Axio Lab.Al.
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3.3 Analises Bioquimicas

Nessas analises, foram utilizadas as amostras armazenadas a -80 °C
(amostras “c” e “d”). As amostras “c”, denominadas na se¢do 4.2 de “P”
(pedunculo), continham além do pedunculo intacto, uma pequena por¢do do
fruto. Amostras “d”, denominadas de “F” (fruto), continham, apenas, o fruto sem

o pedunculo.

3.3.1 Atividade da poligalacturonase (PG)

A extracdo enzimatica foi realizada pelo método de Buescher e
Furmanski (1978) com modifica¢des de Vilas-Boas (1995). O extrato foi obtido
pela maceracdo de 1,5 g de matéria fresca em nitrogénio liquido e posterior
adi¢do de SmL de NaCl 1M, apds foi adicionado 1 mL de pectina citrica 0,25%,
deixando em banho-maria a 30 °C por 3 horas. A reagdo foi paralisada por 5
minutos de fervura, seguida pela desproteinizagdo das amostras com hidréxido
de bario 0,3 N, sulfato de zinco 5% e agua. As amostras foram filtradas e
utilizadas para a determinacdo da atividade enzimatica, pelo método de
Somoghi-Nelson (NELSON, 1994) que foi expressa em nmol de 4&cido

A s ;o |
galacturonico de matéria fresca min™.

3.3.2 Atividade da celulase

A atividade da enzima celulase foi determinada, conforme metodologia
de Walker et al. (2006), com modificagdes. O extrato enzimatico foi obtido pela
maceragdo de 0,3 g de matéria fresca em nitrogénio liquido, adicionado a 1,5 mL
de NaCl 1M, e centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4 °C e o sobrenadante

coletado para a atividade enzimatica. 400 uL do extrato foram adicionados a 400
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pL de carboximetil-celulose 1% (m/v) e incubados em banho-maria a 30 °C por
1 hora. Apds esse periodo, foi realizada a desproteinizagdo das amostras pela
adicéo de hidréxido de bario 0,3 N, sulfato de zinco 5% e 4gua e centrifugacéo a
8000 g, por 20 minutos, a 25 °C. A determinacdo da atividade enzimatica foi
pelo método DNS (MILLER, 1959), em que diferentes aliquotas das amostras
foram acrescidas de 400 uL. de DNS com posterior fervura, por 10 minutos e
leitura da absorbéancia a 540 nm. Uma unidade de celulase foi definida como a
quantidade de enzima requerida para quebrar 1 pmol de agucares redutores por

hora.

3.3.3 Quantificacao de amido

Foram homogeneizados 0,3 g de massa fresca em 5 mL de tampio
fosfato de potéssio, 100 mM, pH 7,0, e incubado por 30 minutos a 40 °C. Apods
incubagdo, foram centrifugadas a 5.000 g por 10 minutos, a 25 °C, separando o
sobrenadante do pellet. O processo foi repetido por duas vezes (ZANANDREA
etal., 2010).

Para extragdo de amido, o pellet foi ressuspendido com 8 mL de tampao
acetato de potassio 200 mM, pH 4,8. Em seguida, foram adicionadas 16
unidades da enzima amiloglucosidase, incubando-se em banho-maria a 40 °C por
duas horas. Apds a centrifugacdo a 5.000 g por 20 minutos, a 25 °C, o
sobrenadante foi coletado e o volume completado com 4gua para 15 mL. A
quantificagdo do amido foi realizada pelo método da Antrona descrito por

Dische (1962).
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3.3.4 Quantificacdo de poliaminas livres (PA)

Foram macerados 200 mg de massa fresca com 1,6 mL de 4cido
perclorico 5% (v/v) e mantidos em gelo por 1h. Posteriormente, foram
centrifugadas a 20.000 g por 20 min a 4 °C (TASSONI et al., 2000). Coletaram-
se 400 uL do sobrenadante, contendo as PAs livres e adicionou-se 1 mL de
solucdo saturada de bicarbonato de sodio (Na,Cos) com pH ajustado para 10,5.
Adicionou-se 1 mL do reagente derivatizante, cloreto de dansil (10 mg mL™" de
acetona) e colocados em banho-maria a 40 °C por 30 minutos ao abrigo da luz.
Adicionaram-se 100 pL de prolina (100 mg mL™) deixando em repouso por 15
minutos ao abrigo da luz, para garantir o consumo do excesso do reagente
derivatizante. Em seguida, foi adicionado 1,5 mL de tolueno, agitando em vortex
e refrigerado a -20 °C por 15 minutos para melhorar a separacdo das fases.
Coletou-se o sobrenadante, e evaporou-se em nitrogénio gasoso a 40 °C.
Posteriormente, o pellet foi ressuspendido com 300 pL de acetonitrila e
mantidos em -20 °C até o momento da inje¢do (JUDAS, 2000). Os compostos
foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e
identificados por comparagéo dos seus tempos de retengdo, dos espectros de UV
e dos cromatogramas de fluorescéncia com padrdes para putrescina, espermina e

espermidina.
3.3.5 Peroxido de hidrogénio (H,0,)

Foram macerados 100 mg de material fresco em nitrogénio liquido com
polivinil polipirrolidona (PVPP), homogeneizados em 1,5 mL de 4&cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v) e centrifugados a 12.000 g por 15 minutos, a 4
°C. O H,0, foi determinado, medindo-se a absorbancia a 390 nm em um meio de

reacdo, contendo 500 pL. tampao fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, 500 uL do
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extrato ¢ 1 mL de iodeto de potdssio 1M para 1 reagdo (VELIKOVA;
YORDANOV; EDREVA, 2000).

3.3.6 Peroxidacao lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada, por meio da quantificacdo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico, conforme descrito por Buege e Aust
(1978). Cem miligramas de material fresco foram macerados em nitrogénio
liquido, acrescidos de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em 1,5 mL de
acido tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a
10.000 g, por 10 minutos. Aliquotas (250 uL) do sobrenadante foram
adicionadas ao meio de reacdo, contendo 0,5% (m/v) de acido tiobarbiturico
(TBA) e 10% (m/v) de TCA, incubando-se, em seguida, a 95 °C, por 30
minutos. A reagdo foi paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras
foram determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma
complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixo peso molecular, como o
malondialdeido (MDA), produto secundério do processo de peroxidagdo. A
concentragdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagio:
[MDA] = (A535 — A600) / (£.b), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 107

cm™); b (comprimento 6tico = 1).

3.3.7 Enzimas antioxidantes

O extrato enzimatico foi obtido pela maceragdo em nitrogénio liquido de
50 mg de material fresco, as quais foram adicionados 1,5 mL do tampdo de
extragdo contendo tampao fosfato de potassio 400 mM (pH 7,8), EDTA 10 mM,
acido ascorbico 200 mM e agua. O extrato foi centrifugado a 13.000 g por 10

minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C durante o
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periodo das andlises. Os sobrenadantes coletados foram utilizados para as
analises enzimaticas da dismutase do superdxido (SOD), catalase (CAT) e

peroxidase do ascorbato (APX) (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

3.3.7.1 Dismutase do superoxido (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredugdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977),
em um meio de incubacdo composto por fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8,
metionina 70 mM, EDTA 10 uM, NBT 1 mM, riboflavina 0,2 mM e agua. Os
tubos com o meio de reagdo e 10 uL de amostra foram iluminados, por 7
minutos, com uma lampada fluorescente de 20 W. Para o controle, o mesmo
meio de reagdo contendo dgua no lugar da amostra foi iluminado. As leituras
foram realizadas a 560 nm e o calculo da enzima foi feito com a seguinte
equacdo: % de inibigdo = (Ass amostra com extrato enzimatico — Asg controle
sem enzima) / (Asq controle sem enzima). Uma unidade da SOD corresponde a
quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT nas

condi¢des do ensaio.

3.3.7.2 Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada segundo o decréscimo na absorbancia
de H,0, a 240 nm. O tampao de incubagio continha 18 uL. de H,0,, dissolvidos
em tampdo fosfato de potéassio, 9 uL do extrato enzimatico e 162 puL. de tampao
fosfato de potéssio 50 mM (pH 7,8), contendo NaEDTA 0,1 mM (MENGUTAY

etal., 2013). O coeficiente de extingdio molar utilizado foi 36 mM™ cm™.
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3.3.7.3 Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada pelo acompanhamento da taxa de
oxidagdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos. Uma
aliquota de 9 pL do extrato enzimatico foi adicionada a 180 pL de tampao de
incubagéo composto por 90 uL de fosfato de potassio 200 mM (pH 7,0), 9 uL de
acido ascorbico 10 mM, 9 puL H,0, 30 mM e 63 pL de 4gua para 1 reagdo
(NAKANO; ASADA, 1981). O coeficiente de extingdo molar utilizado foi de
2,8mM" em™.

3.4 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos 4 analise de variancia, utilizando-se
o programa estatistico SISVAR 4.3 (Sistema de Andlise de Varidncia para
Dados Balanceados) (FERREIRA, 2011) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises ultraestruturais e anatomicas

A andlise das imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de
varredura possibilitou comparar a morfologia das células da regido que liga o
pedunculo ao fruto, entre os diferentes estadios de maturagdo, bem como entre
as forgas de desprendimento dos frutos (Figura 3 ¢ 4). Observando os cortes
longitudinais (amostra “a”), de maneira geral, ndo foi possivel detectar
diferencas nas estruturas das células quando comparados os frutos nos diferentes
estadios, bem como entre as forcas utilizadas. Ndo foram observadas, também,

evidéncias de uma clara zona de abscisdo (Figura 3).

—

Figura3 Eletromicrografias de varredura da regido de ligacdo entre
pedunculos e frutos verde, com for¢a de desprendimento de 10 — 13
N (A e B), verde com for¢a de desprendimento de 8 — 9,9 N (C e D),
verde-cana com for¢a de desprendimento 7 — 7,9 N (E e F), verde-
cana com forga de desprendimento de 6 — 6,9 N (G e H), cereja com
forca de desprendimento de 4 — 5,9 N (I e J) e cereja com forga de
desprendimento de 2 — 3,9 N

Fonte: Barra de escalas: 200 um em A-C-E-G-I-K e 100 um em B-D-F-H-J-L (amostra
“a”).
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Analisando os pedunculos que foram destacados manualmente dos
frutos (amostra “e”) (Figura 4), podemos observar que os pedunculos no estadio
verde, independente da forca de desprendimento utilizada, apresentam parede
celular rompida e células desorganizadas, tanto na regido central, como na
periférica. Ja, nos estddios verde-cana e cereja, observou-se um rompimento
mais organizado, tanto na parte mais central, como na periférica, na regido de

ligacdo entre os frutos e pedinculos.



Figura 4
Legenda:

36

Regiio de ligacio do pedianculo Centro Periferia

A U e PO L5 "'7‘,; o 15 VMG, {E&:*t;
Eletromicrografias de varredura da ligagdo entre frutos e pedinculos

A - verde com for¢a de desprendimento de 10 — 13 N, células do centro (B) e
da periferia (C). D - verde com for¢a de desprendimento de 8 — 9,9 N, células
do centro (E) e da periferia (F). G - verde-cana com forga de desprendimento
7 -17,9 N, células do centro (H) e da periferia (I). J - verde-cana com forca de
desprendimento de 6 — 6,9 N, células do centro (K) e da periferia (L). M -
cereja com forga de desprendimento de 4 — 5,9 N, células do centro (N) e da
periferia (O). P - cereja com forga de desprendimento de 2 — 3,9 N, células do
centro (Q) e periferia (R). Barra de escalas: 200 um em A-D-G-J-M-P e 100
pm em B-C-E-F-H-I-K-L-N-O-Q-R. (amostra “e¢”). Quadrado significa as
areas observadas no centro e na periferia, setas indicam as células.
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No estddio de maturacdo verde (Figura 4A a 4F), normalmente o
pedunculo esta mais fortemente aderido ao fruto, necessitando, com isso, uma
maior for¢a para o seu desprendimento (10-13 N e 8-9,9 N). Portanto, o ato de
desprendimento manual do pedinculo induziu um maior rompimento celular e,
com isso, as células se apresentaram mais desorganizadas. Em relagio aos frutos
verde-cana (Figura 4G a 4L), observa-se um rompimento com uma ligeira
organizagdo das células, sem uma quebra evidente da parede celular. Isso pode
ser explicado pela diminui¢ao da forga de desprendimento do fruto (7-7,9 ¢ 6-6,9
N) e/ ou pelo comeco das alteragdes fisioldgicas associadas ao processo de
amadurecimento. Por outro lado, no estadio cereja (Figura 4M a 4R), os frutos ja
se encontram maduros e as células com maior grau de afrouxamento, o que
explica a baixa for¢a de desprendimento necessaria para a colheita (4-5,9 N e 2-
3,9 N). Nesse caso, as células ja se encontram, naturalmente, desorganizadas,
ndo apresentando nenhum grau de rompimento forgado.

Esses resultados demonstram que, embora tenha ocorrido uma redugio
da FDF ao longo da maturagdo, em decorréncia do afrouxamento celular, ndo se
observou claramente uma zona de abscisdo, nessa regido, embora algumas
c¢lulas tenham apresentado rompimentos sem um padrao linear.

Avaliando a morfologia da zona de abscis@o de frutos de Olea europaea
L. (azeitona), que apresentavam uma diminui¢cdo da FDF ao longo do processo
de maturacdo, Gomez-Jimenez et al., 2010 observaram um padrdo semelhante
aos observados neste trabalho. Os frutos de azeitona no inicio do processo de
maturagdo apresentaram células centrais mais rugosas € com rupturas apds a
remog¢do forcada. Ja, as células dos frutos nos estadios finais de maturacio
apresentavam-se esféricas e alongadas, com separacdo espontanea. Em ambos os
casos, os padrdes de modificacdo da organizagdo celular foram semelhantes aos
encontrados nos frutos verdes e cerejas do cafeeiro. Possivelmente, os padrdes

de modificagdo das células dos frutos de azeitona e de cafeeiro sejam
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semelhantes, em virtude de ambos apresentarem um decréscimo de 75% na FDF
ao longo do processo de maturagdo (Tabela 1).

A semelhanga do que ocorreu nas anélises de MEV, de maneira geral, as
analises anatomicas, ndo evidenciaram uma desestruturagédo das células em uma
zona especifica do pedinculo, em nenhum dos estadios de maturagao e forcas de
desprendimento (Figura 5). Ocorreu apenas uma separacdo de algumas células
no estadio final de maturagdo (Figura 4 N e O), provavelmente pela atuacio das
enzimas de degradacdo de parede celular. Esses resultados sugerem que os frutos
de cafeeiro ndo se desprendem da planta-mée pela inexisténcia de uma camada
de abscisdo, e sim pelo afrouxamento de algumas células. Esse fato talvez
explique a permanéncia dos frutos cereja a planta, caso existisse essa zona de
abscisdo os frutos cereja cairiam logo no inicio de sua formacao.

Dessa maneira, o fruto amadurece no ramo, mudando sua coloragdo
caracteristica e passando pelas fases de cereja, passa e seco, permanecendo,
ainda, no mesmo local de origem. Esse fato ¢, normalmente, observado nas
lavouras de café, onde é comum a presenga de frutos nos ramos em diferentes
fases de maturagdo. Acredita-se que a queda dos frutos secos ocorra,
fundamentalmente, em decorréncia do rompimento mecéanico dos tecidos dos
pedanculos, em fun¢do da desidratacdo. Dessa forma, a queda natural dos frutos
secos, bem como a do cereja, pode ser decorrente de fatores externos, tais como

vento e chuva (CHAVES FILHO, 2007).
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4.2 Analises bioquimicas

Uma vez que ndo foram observadas evidéncias de uma clara zona de
abscisdo nos frutos de cafeeiro, visando a elucidar os mecanismos envolvidos na
redugdo da forca de desprendimento dos frutos, avaliou-se a atividade das
enzimas de afrouxamento e degradacdo da parede celular, poligalacturonase e
celulase.

Foi observada diferenga significativa na atividade da PG (Gréafico 1)
quando comparados os estadios de maturagdo. Os maiores valores de atividade
foram encontrados no estadio verde-cana, independentemente da FDF e do
orgdo, e, no estadio cereja, na menor forca e somente no fruto. Comparando-se
as FDF, as maiores atividades foram observadas em frutos verde-cana sob a
maior forg¢a, ¢ no estadio cereja em ambos os Orgdos na menor for¢a de
desprendimento. Em relagéo aos orgdos analisados, ocorreu diferenca estatistica
somente no estadio verde-cana, na menor forca, sendo a maior atividade da PG

no pedunculo.
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Grafico 1 Atividade da poligalacturonase da regido de ligagdo entre pedinculos
e frutos — P - (amostra “c”) e frutos — F - (amostra “d”) em diferentes
estadios de maturacdo e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgas maiores e
menores de cada orgdo, letras minusculas as diferentes for¢as de desprendimento
dentro de cada estadio e orgdo e letras mindsculas seguidas por apdstrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada forca e estddio de maturagdo.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Para a atividade enzimatica da celulase (Grafico 2), também foi
observada diferenca significativa entre os estddios de maturagdo, sendo os
maiores valores encontrados no estadio cereja, independente da forca e do orgdo.
Em relagdo as forcas de desprendimento, foi observada diferenca estatistica

somente no estadio cereja, em ambos os Orgdos, sendo a maior atividade
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encontrada na menor forca. Em relagdo ao orgdo analisado, ndo ocorreu

diferencas significativas entre os mesmos.

35 q

30 Aaa’

Aaa’

25 + Aba’

Aaa’
20 4

15 + Baa“ Baa“

Baa“
10 Baa’

Celulase (umol de agucar redutor g'1 MF)

Caa” Caa’ Caa’ -
0 = Caa

P|FP‘FP‘FPFPFPF

10-13N | 8-99N | 7-79N | 6-69N | 4-50N | 2-39N

Verde Verde-cana Cereja

Grafico 2 Atividade da enzima celulase da regido de ligag@o entre pedinculos e
frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes
estadios de maturagdo e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitisculas comparam os estadios de maturagio dentro das for¢as maiores e

menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento
dentro de cada estadio e orgdo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedinculo e fruto, dentro de cada for¢ca e estadio de maturagdo.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

A enzima PG esta ligada ao afrouxamento da parede celular, enquanto a
celulase promove a lise celular, em um processo coordenado ao longo da

maturagdo dos frutos. Desse modo, a desestruturagdo da parede celular por acdo
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enzimatica inicia-se com a digestdo dos polissacarideos pécticos, contendo dcido
poligalacturonico. Primeiramente, ocorre atuacdo das pectinases, como a PG,
que estd diretamente relacionada com a permeabilidade da parede pela hidrdlise
das ligagdes o 1-4 entre os residuos de acido galacturdnico. Na sequéncia, a
celulase cliva as ligacdes glicoliticas B 1-4 de moléculas de celulose ou
carboximetilcelulose, que estdo presentes na zona amorfa da parede celular (HE
et al., 1996; LYONS, 1973; RODIONOVA et al., 2001). A andlise conjunta de
ambas as enzimas revela que o processo de amadurecimento de frutos de
cafeeiro apresenta uma ac¢do coordenada caracterizada por atividade elevada da
PG no estadio verde-cana e da celulase no estadio cereja. Desse modo, durante o
amadurecimento dos frutos a PG ao promover o afrouxamento das células,
permite maior acesso da celulase, que passa a degradar a parede celular mais
eficiente.

Autores relatam o aumento da atividade de celulase ao longo dos
estadios de maturagdo de Vitis vinifera e Prunus persica, estando esse aumento
fortemente ligado a abscisdo desses frutos (BONGHI et al., 1992; WU; DENG;
LI, 2008). Estudos com Citrus sinensis, Lycopersicon esculentum e Lupinus
angustifolius indicam a agdo de enzimas hidroliticas, incluindo
poligalacturonase e celulase no processo de abscisdo dos frutos, por meio da
dissolucdo da lamela média e degradacdo da parede celular (CLEMENTS;
ATKINS, 2001; HONG; SEXTON; TUCKER, 2000; KAZOKAS; BURNS,
1998).

Outro composto que parece ter relacdo com o afrouxamento da parede
celular ¢ o amido (MURAYAMA et al., 2006). No presente caso, maiores niveis
desse carboidrato foram encontrados em frutos no estddio verde, independente
das forgas e nos pedunculos no estadio cereja, também independente da forca
utilizada para o desprendimento (Grafico 3). Quando comparadas as FDF,

maiores valores foram encontrados nos pedinculos das menores forgas,
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independente do estddio de maturagdo, e nos frutos coletados nas maiores forgas.

Em relagdo aos orgdos, os frutos apresentaram maiores niveis de amido, exceto

na menor for¢a do estddio cereja. Ao longo do amadurecimento dos frutos de

café houve a degradac@o desse composto de reserva, cujos niveis foram menores

nos ultimos estddios de maturacdo. Em relacdo aos pedunculos, ocorreu uma

maior concentragdo desse composto, nos estadios finais de maturagéo,

estimulando a degradacdo da parede celular.
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Grafico 3 Contetido de amido da regido de ligacdo entre pedunculos e frutos - P
(amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes estadios de
maturagdo e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de matura¢io dentro das forgas maiores e
menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes for¢cas de desprendimento
dentro de cada estddio e drgdo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estddio de maturacio.
Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.
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O transporte de fotoassimilados para o fruto e o seu acumulo e
decomposi¢cdo nos mesmos sofrem variagdes quantitativas, durante o processo
de amadurecimento dos frutos (LAVIOLA et al., 2007). De maneira geral, com
os frutos ainda verdes, ¢ comum observar maior transporte de sacarose ¢ menor
degradagdo de amido. Com o avangco da maturagdo, os niveis de amido
aumentam ¢ o transporte de sacarose diminui. Nos frutos de cafeeiro (Grafico 3),
foi possivel observar uma diminui¢do dos niveis de amido, conforme o
amadurecimento. Paralelamente a esse decréscimo, ocorreu um aumento nos
niveis desse carboidrato nos pedinculos, provavelmente pela interrup¢do do
transporte para os frutos. Assim, é possivel que a interrup¢@o do transporte de
assimilados para o fruto seja decorrente de um aumento na sintese de amido que,
posteriormente, sera degradado, fornecendo energia para sintese ou ativacio de
enzimas ligadas ao afrouxamento e degradacio da parede celular, caracteristicas
intrinsecas da maturagdio (MURAYAMA et al., 2006).

Outra classe de substancias que vem sendo relacionada com a maturagio
de frutos ¢ a das poliaminas; assim, foram investigados os niveis de putrescina,
espermidina e espermina, dentro de cada estaddio de maturacao.

Os maiores niveis de putrescina (Grafico 4) foram encontrados no
estadio verde, independente da for¢a e do 6rgdo analisado. Sendo que, nesse
estadio de maturag@o, os maiores valores encontrados foram na menor forga,
independente do orgdo analisado. N&do ocorreu diferenca entre os orgdos

analisados dentro de cada estadio de maturacao e for¢a de desprendimento.
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Grafico 4 Contetudo de putrescina da regido de ligagdo entre pedunculos e frutos
- P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”’) em diferentes estadios de
maturagdo e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitisculas comparam os estadios de maturagio dentro das for¢as maiores e

menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento
dentro de cada estddio e orgdo e letras minusculas seguidas por apdstrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estadio de maturacio.
Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Em relagdio a espermidina (Grafico 5), menores niveis foram
encontrados no estadio cereja, no pedunculo, na menor for¢a. Ndo ocorreu
diferenca entre as for¢as de desprendimento, bem como entre os Orgaos

analisados.
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Grafico 5 Contetdo de espermidina da regifo de ligacdo entre pedunculos e
frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes
estadios de maturacdo e forcas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgcas maiores e
menores de cada 6rgdo, letras mindsculas as diferentes for¢as de desprendimento
dentro de cada estddio e orgdo e letras minusculas seguidas por apdstrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada forca e estddio de maturacdo.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

A espermina, por sua vez, apresentou baixos niveis em frutos e
pedianculos de cafeeiro (Grafico 6), sendo os maiores valores encontrados nos
pedunculos do estadio verde-cana, independente da for¢a. Nao ocorreu diferenca
entre as for¢as de desprendimentos utilizadas. Em relacdo aos orgdos, maiores
niveis foram encontrados em pedunculos, independente do estadio de maturacio

e forca utilizada.
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Grafico 6 Contetudo de espermina da regido de ligagdo entre pedunculos e frutos
- P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”’) em diferentes estadios de
maturagdo e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgas maiores e
menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes for¢as de desprendimento
dentro de cada estadio e Orgdo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estadio de maturagdo.
Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Enquanto que os niveis de espermidina nio variaram, os de putrescina
foram maiores no estadio verde, tanto no fruto como no pedunculo e os de
espermina foram maiores no pedunculo de frutos no estadio verde-cana. Esses
resultados estdo de acordo com os observados com Moret et al. (2005) que
observaram maiores niveis de poliaminas nos primeiros estadios de

desenvolvimento dos frutos, declinando em cerca de 30% até o completo
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amadurecimento do vegetal. No presente caso, os niveis de putrescina
decresceram 43% do inicio até os estadios finais de maturagao.

A via biossintética das poliaminas deriva de S-adenosilmetionina
(SAM), um intermediario comum da sintese de etileno, e acredita-se que este
seja o ponto que regula os niveis internos tanto de poliaminas, como de etileno,
onde a sintese do primeiro inibe a do segundo ¢ vice-versa (PANDEY et al.,
2000). Portanto, a inibi¢do do etileno ocorre pela canalizagdo do SAM para a
biossintese de poliaminas, evidenciando uma interagdo antagdnica entre essas
duas vias (PARRA-LOBATO; GOMEZ-JIMENEZ, 2011).

Em C. arabica foram observados menores teores de etileno em frutos no
estadio verde e um pico da sua producdo nos frutos verde-cana e cereja
(PEREIRA et al.,, 2005). Dessa forma, os resultados do presente trabalho
sugerem, indiretamente, que essas vias sdo antagbnicas, uma vez que, nos
estadios iniciais de maturagdo dos frutos, foram encontrados altos niveis de
poliaminas, com decréscimo dos seus valores ao longo da maturacio.

Uma segunda acdo atribuida as poliaminas é a sua ligacdo nas
membranas celulares, prevenindo a peroxidagdo lipidica, o que leva a uma
supressdo da agdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (LUDFORD, 1995;
MASIA et al., 1998).

Acredita-se que as EROs desempenham um importante papel no
amadurecimento de frutos, ao ativar enzimas de degradacdo de parede celular,
levando a sua desestruturagdo. Um bom exemplo seria o peroxido de hidrogénio
que atua como sinalizador desses processos (MULLER; TINTELNOT;
LEUBNER-METZGER, 2006; SCHWEIKERT; LISZKAY; SCHOPFER, 2000,
2002).

Os teores de perdxido de hidrogénio (Grafico 7) foram superiores nos
estadios de maturagdo verde e verde-cana, nos pedunculos e frutos da menor

forca e no estadio cereja independente da forca e d6rgdo. Comparando-se as
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forcas de desprendimento, ocorreu diferenca estatistica em todos os estadios,
independente do dérgdo analisado. Em relagdo aos pedinculos e frutos, também
ocorreu diferenca em todos os estddios e forcas, sendo as maiores médias

observadas nos frutos.
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Grafico 7 Contetido de perdxido de hidrogénio da regido de ligacdo entre
pedunculos ¢ frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em
diferentes estadios de maturagao e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgcas maiores e

menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento
dentro de cada estddio e drglo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estddio de maturacio.
Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

Os niveis de peroxidac@o lipidica (Grafico 8) foram superiores nos
ultimos estadios de maturagdo. As maiores médias foram obtidas nos pedinculos

e frutos na menor forga, tanto no estddio verde quanto no verde-cana. Ja, no
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estadio cereja, maiores médias foram encontradas independentes da for¢a e do
orgdo. Quando comparadas as forcas de desprendimento, foram observadas
diferencas no estadio cereja, com maiores médias na maior forca independente
do 6rgdo. Analisando-se pedunculos e frutos, observa-se diferenga somente no

estadio cereja, na maior for¢ca, com maior nivel de peroxidacio lipidica no fruto.
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Grafico 8 Niveis de peroxidagdo lipidica da regido de ligacdo entre pedinculos
e frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes
estadios de maturacio ¢ forcas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgas maiores e
menores de cada dérgdo, letras minusculas as diferentes forcas de desprendimento
dentro de cada estadio e orgdo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada forga e estddio de maturacio.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

O peroxido de hidrogénio ¢ uma molécula com uma meia vida

relativamente longa (BHATTACHARIJEE, 2005). E produzido em organelas
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como cloroplasto, mitocondrias e peroxissomos, através de reagdes como
dismutag@o do O,, beta oxidagdo e oxidacdo do glioxilato. Essa molécula pode
atuar como um regulador chave em véarios processos, dentre eles a maturacdo e
senescéncia de frutos, flores e folhas (BRIGHT et al., 2006; MITTLER et al.,
2004). Uma vez que durante o processo de desenvolvimento dos frutos ocorre
degradacdo de componentes celulares, bem como alteragdes que desencadeiam a
ruptura de membranas celulares, os eventos de maturagio e senescéncia sdo,
reconhecidamente,  processos  oxidativos (AWAD;  AL-QURASHI;
MOHAMED, 2011; BRENNAN; FRENKEL, 1977). O peroxido de hidrogénio
estd relacionado com a sinalizagdo para a abscisdo, pois, juntamente com o
etileno, regula, positivamente, a expressdo da celulase. Em Capsicum a abscisdo
final de folhas foi relacionada com a elevada produg¢do de H,O,, que pode
desempenhar papel na degradacdo da parede celular pela clivagem dos
polissacarideos (SAKAMOTO et al., 2008).

Por outro lado, o aumento substancial da respiracdo nos estadios finais
de maturacdo dos frutos climatéricos, provavelmente desencadeie maior
producdo de EROs. A intensidade do estresse oxidativo pode ser avaliada pela
extensdo da peroxidacdo lipidica catalisada por lipoxigenase, que desempenha
um papel central na deterioragdo das membranas. Os 4cidos graxos, bem como
os lipidios de membranas sdo altamente susceptiveis a oxidag¢@o, e o acumulo
desses compostos indica maiores niveis de peroxidacdo lipidica (MONDAL et
al., 2009).

A maior produgdo de H,O, observada em frutos cereja na maior forca
pode ter ligagdo com a sinalizagdo do peroxido de hidrogénio, promovendo a
atividade das enzimas de degradagcdo de parede, PG e celulase. Maiores
concentragdes de H,O, na maior for¢a de desprendimento, provavelmente, seja

um modo de sinalizagdo para a ativagdo das enzimas de degradagdo de parede,
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culminando o afrouxamento da parede celular e, consequentemente, com uma
menor for¢a de desprendimento do fruto.

A fim de correlacionar o papel das enzimas antioxidantes, avaliou-se a
atividade das mesmas ao longo dos estadios de maturagdo. Para a atividade da
enzima dismutase do superdxido (Grafico 9), ndo ocorreu diferenca entre os
estadios de maturagdo ou entre as forgcas de desprendimento dos frutos. Em
relacdo aos orgdos analisados, em todos os estadios, assim como as forcas, a

maior atividade foi observada em pedunculos.
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Grafico 9 Atividade da enzima dismutase do superdxido da regido de ligagao
entre pedunculos e frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”)
em diferentes estadios de maturagao e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgcas maiores e
menores de cada orgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento
dentro de cada estddio e orgdo e letras minusculas seguidas por apdstrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estddio de maturagéo.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.
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De modo geral, a atividade da enzima catalase (Grafico 10) foi maior no

estadio cereja, independente da forga. Os maiores valores da atividade da enzima

catalase ocorreram nos estadios cereja, na menor for¢a e em ambos os érgéos e

na maior for¢a somente no fruto, ¢ no estadio verde-cana na maior for¢a, no

fruto, e no estadio verde, na maior for¢a, no pedinculo. Em relacdo as forcas

dentro de cada estadio de maturacdo, foram encontradas diferencas em todos os

estadios de maturagcdo e drglos, exceto nos frutos do estadio verde. Para os

orgaos analisados, ocorreu diferenca estatistica, sendo no estadio verde, os

maiores valores encontrados nos pedinculos de ambas as forgas, no estadio

verde-cana nos frutos, também de ambas as forcas e no estadio cereja apenas nos

frutos de menor for¢a de desprendimento.
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Grafico 10Atividade da enzima catalase da regido de ligacdo entre pedinculos e
frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”) em diferentes
estadios de maturacdo e forcas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturagio dentro das for¢as maiores e
menores de cada 6rgdo, letras minusculas as diferentes forgas de desprendimento
dentro de cada estadio e drgdo e letras minusculas seguidas por apostrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada for¢a e estddio de maturacio.
Diferentes letras indicam diferencas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.
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Na quantificacio da atividade da enzima peroxidase do ascorbato
(Grafico 11), maiores médias foram obtidas no estadio verde, na maior forca, em
ambos os orgdos e na menor for¢a no fruto, no estddio verde-cana, na maior
for¢a, no pedunculo e na menor for¢a no fruto, ja, para o estadio cereja foi na
menor for¢a e no pedinculo. Quando comparadas as forcas de desprendimento
entre os estadios de maturagdo, notaram-se maiores atividades nos peduinculos
coletados na maior for¢a do estddio verde e nos frutos da maior for¢a do estadio
verde-cana e cereja. Com exce¢do da maior for¢a no estadio verde, os frutos

apresentaram maiores atividades quando comparado com os pedunculos.
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Grafico 11 Atividade da enzima peroxidase do ascorbato da regido de ligagdo
entre pedunculos e frutos - P (amostra “c”) e frutos - F (amostra “d”)
em diferentes estadios de maturagio e forgas de desprendimento

Nota: Letras maitsculas comparam os estadios de maturacdo dentro das forgas maiores e
menores de cada d6rgao, letras minusculas as diferentes forcas de desprendimento
dentro de cada estddio e orgdo e letras minusculas seguidas por apdstrofe
comparam pedunculo e fruto, dentro de cada forca e estddio de maturagdo.
Diferentes letras indicam diferengas significativas com 0,05 de probabilidade
pelo teste Scott-Knott.

A atividade da SOD durante o processo de maturagdo dos frutos varia
entre as espécies. Em Fragaria ananassa (LOPEZ; GOCHICOA; FRANCO,
2010) e Psidium guajava L. (MONDAL et al., 2009) essa enzima apresentou um
pico nos estadios intermediarios com uma queda nos estiddios finais de
maturag@o. No entanto, para o café parece ocorrer uma manutengdo na atividade

dessa enzima, ao longo dos estadios de maturacdo, fato que também foi
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observado por Santos (2012), ao estudar a frutificacdo do cafeeiro em diferentes
altitudes.

A CAT ¢ a primeira enzima de defesa contra os danos oxidativos
induzidos pela senescéncia (ZIMMERMANN et al., 2006). Ela apresenta
maiores atividades, ao longo do processo de maturagdo, corroborando com os
resultados encontrados com Mangifera indica e Solanum lycopersicum
(ANDREWS; FAHY; FOYER, 2004; MASIA et al., 1998; MONDAL et al.,
2004).

De maneira geral, durante o processo de maturacdo dos frutos de
cafeeiro, ocorreu um aumento nos niveis de peréxido de hidrogénio, culminando
com uma maior atividade da enzima catalase, em detrimento da atividade da
APX no estadio cereja. Embora tenha ocorrido um aumento na atividade da
catalase, esse ndo foi suficiente para neutralizar os danos causados pelas EROs,
resultando em maior peroxida¢do lipidica em frutos cereja. Resultados
semelhantes foram obtidos em estudos com Lycopersicon esculentum, Citrus
sinensis, Arabidopsis thaliana e Acacia mangium (HUANG et al., 2007;
MONDAL et al., 2004; YE; RODRIGUEZ; TRAN, 2000; YU; ONG, 2000).
Frutos de Salicifolius cotoneaster, Citrus sinensis, Solanum lycopersicum e
Pyrus communis, apresentaram aumento nos niveis de EROs, durante o processo
de maturagdo (HUANG et al., 2007, MONDAL et al., 2004; ROGIERS;
KUMAR; KNOWLES, 1998). Em frutos de Rubus sp. ocorreu uma diminui¢io
da atividade das enzimas SOD, CAT e APX, assim como um aumento da
peroxidag@o lipidica, concomitantemente ao amadurecimento (WANG; JIAO,
2001). Também, em Solanum lycopersicum, as atividades da SOD e da CAT
decresceram com o amadurecimento, assim como seus mRNAs (JIMENEZ et
al., 2002).

Esses dados sugerem que, juntamente com alteragdes morfologicas e

bioquimicas, a formagdo de EROs, resulta em um aumento progressivo no
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estresse oxidativo, caracterizando o amadurecimento dos frutos de cafeeiro da

cultivar Icatu amarelo.
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5 CONCLUSAO

As andlises ultraestruturais, anatdmicas e bioquimicas realizadas em
frutos e pedunculos sugerem que a espécie Coffea arabica, cultivar Icatu
amarelo, ndo apresenta uma zona de abscisdo entre o pedunculo e o fruto. As
células sofrem alteragdes ao longo da maturacdo, caracterizadas por
afrouxamento seguido de degradacdo da parede celular, o que explica as
menores FDF em frutos cereja. Constatou-se, também, que, durante o
amadurecimento ha uma relacdo entre enzimas de degradacdo de parede celular,
poliaminas e producdo de espécies reativas de oxigénio.

As diferengas observadas no contetido de peroxido de hidrogénio sugere
a aplicacdo desse composto na lavoura, para a obtengdo de um padrido de uma
menor for¢ca de desprendimento na hora da colheita, visto que este ¢ um
sinalizador para as enzimas de degradagio de parede celular. Isso contribui para
o amolecimento da parede celular, reduzindo, assim, a forca necessaria para o

desprendimento dos frutos cereja.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Realiza¢do de andlises para investigar a existéncia ou nio da zona de
abscisdo em outras cultivares de Coffea ardbica, para descrever se a auséncia
dessa zona ¢ caracteristica da espécie ou da cultivar Icatu Amarelo;

Aplicagdo de substancias, como perdxido de hidrogénio, visto que esse
composto ¢ um sinalizador para a ativacdo de enzimas de degradagdo de parede
celular;

Comparar os resultados obtidos com futuros trabalhos de cultivares

conhecidamente mais ou menos “dura”.
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