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RESUMO

O café é uma das mais valiosas exportagdes agricolas do mundo e a segunda
commodity mais comercializada apds o petréleo. Essa cultura representa fonte de
empregos e agrega volume consideravel para a receita do pais, sendo
indiscutivel a sua importancia para o cenario socioecondmico local e mundial. A
qualidade da bebida de café esta diretamente associada ao estadio de maturagdo
dos frutos que sdo encontrados em diferentes faixas no momento da colheita em
virtude do florescimento sequencial, elevando o0s custos com a producdo e
gerando bebida de menor qualidade. A assincronia no florescimento do cafeeiro
resulta da desuniformidade no desenvolvimento das gemas, processo
influenciado por fatores ambientais, considerando que a antese ocorre apds um
periodo de deficiéncia hidrica seguida por precipitacdo. Alteracbes no balanco
hormonal tém sido observadas apds ciclos de restricdo hidrica e reidratacdo, e
essa oscilacdo sobre o status hidrico da planta promoveu 0 aumento nos niveis
de etileno em algumas espécies. Essa constatagdo levou a associagdo entre as
exigéncias na fase de florescimento do cafeeiro e o envolvimento do etileno na
promogdo da antese. A aplicagdo do 1-MCP (inibidor da acdo do etileno)
promoveu a antese em cafeeiros em condi¢do de campo. Em casa de vegetacéo,
foi verificado em mudas de café, apds um periodo de restricdo hidrica seguido
por reidratacdo, que o perfil de expressdo dos genes da rota de biossintese e
sinalizagdo do etileno foram alterados em folha e raiz. O aumento na expressao
do precursor do etileno (ACC) na raiz, durante o periodo seco, e 0 transporte
desse composto para a parte aérea pode ser o sinal para desencadear a antese no
cafeeiro, ap0s reidratacdo. Com o objetivo de melhor entender o envolvimento
do etileno na regulacdo do florescimento, esse trabalho avaliou os efeitos da
aplicacdo exogena de 1-MCP em diferentes caracteristicas fisioldgicas (gs, A,
E), e na expressdo de genes relacionados & biossintese e sinalizacao, em folhas e
gemas do cafeeiro sob condicdo de campo. As avaliagcBes e coletas foram
realizadas em diferentes tempos ap6ds a implementacdo dos tratamentos: T1 -
controle, T2 - 1-MCP+Break-Thru e T3 — Break-Thru. Houve influéncia do 1-
MCP e Break-Thru nos parametros de trocas gasosas e o 1-MCP+Break-thru
contribuiu para 0 aumento no teor relativo de agua. As analises de RT-gPCR
demonstraram diferente comportamento quanto ao perfil de expressdo dos genes
(CaACS1 — like, CaACOL — like, CaACO4 — like, CaETR4 — like) em folhas e
gemas analisadas nesse estudo e os niveis de expressdo foram alterados poucas
horas (2h) apds aplicacdo dos produtos. Entretanto, o florescimento ocorreu
somente nas plantas tratadas com 1-MCP, na auséncia de chuva e irrigacéo.

Palavras-chave: Cafeeiro. Florescimento. Etileno. 1-MCP



ABSTRACT

Coffee is one of the most valuable exported agricultural product worldwide as
well as the second most traded commodity after oil. This crop represents a
source of employment and considerably accounts for the revenue of the country,
besides its undeniable importance for local and world socioeconomical scenery.
The quality of the coffee drink is directly related to the fruit ripening stage,
which is found in different stages at harvesting due to the sequential flowering,
increasing costs with the production and generating a lower-quality beverage.
The asynchronous flowering of the coffee tree comes from the uneven
development of buds, which can be influenced by environmental factors, taking
into account that the anthesis takes place after a water deficit period, followed by
precipitation. Changes in the hormone balance have been observed after water
deficit and rehydration cycles, and such oscillation on the water status of the
plant increased the level of ethylene in some species. This finding led to the
association between the requirements at the flowering stage of the coffee tree
and the involvement of the ethylene in promoting anthesis. The application of 1-
MCP (ethylene action inhibitor) triggered the anthesis in coffee trees. And, in
coffee seedlings in greenhouse conditions after a period of water shortage
followed by irrigation, the profile of gene expression of the biosynthesis route
and signaling of ethylene are changed in leaves and roots. The increased levels
of the ethylene precursor (ACC) in roots throughout the dry season and the
transportation of this compound into shoots may be the signal to trigger the
anthesis in coffee tree after rehydration. Thus, in order to better understand the
role of the ethylene in regulation of flowering, we analyzed the effects of the
exogenous application of 1-MCP in different physiological characteristics and in
the expression of genes related to the ethylene biosynthesis and signaling
pathways in coffee leaves and bud from plants under field conditions. The
evaluations and tissue sampling were carried out in different times treatments
implementation: T1 — control, T2 — 1-MCP+Break-Thru, and T3 — Break-Thru.
There was influence of 1-MCP and Break-Thru in gas exchange parameters and
of 1-MCP contributed to the increase in relative water content. RT-qPCR
analyses showed a different behavior in relation to the profile of gene expression
in leaves and buds analyzed in the present study (CaACS1 — like, CaACO1 —
like, CaACO4 — like, CaETR4 — like) and the expression levels were changed a
few hours (2h) after applying the products. However, there was flowering only
in plants treated with 1-MCP, in the absence of rain and irrigation.

Keywords: Coffee tress. Flowering. Ethylene. 1-MCP.
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1. INTRODUCAO

O café é a commodity mais comercializada no mundo depois do petréleo
(CONAB, 2015) e segundo a Organizacao Internacional do Café (OIC, 2015), o
setor cafeeiro brasileiro entre dezembro de 2014 e novembro de 2015 contribuiu
com 36,9 milhGes de sacas de 60 kg, destacando-se entre 0s paises exportadores
e demonstrando que o mercado internacional continua receptivo ao café
brasileiro. Embora o Brasil seja responsavel por mais de 30% do mercado
internacional de café, a sobrevivéncia da cafeicultura nacional depende da
melhoria em diversos aspectos. Consideram-se especialmente aqueles
relacionados com a eficiéncia da colheita e 0 aumento na qualidade sensorial da
bebida de café, com énfase no aroma, sabor e adstringéncia (CHALFOUN;
REIS, 2010; NOGUEIRA, 2014; SALVA et al., 2009).

Para manutencdo dos altos niveis de produtividade e obtencdo de
produtos diferenciados torna-se necessario otimizar e aprimorar as etapas de
cultivo, colheita e pos-colheita. Dentre os diversos fatores que influenciam a
qualidade do produto final, o estddio de maturacdo dos frutos na fase da colheita
€ um aspecto importante a ser avaliado. A desuniformidade na maturacdo dos
frutos é consequéncia das floradas seqlienciais do cafeeiro, um fendmeno que
ocorre naturalmente e dificilmente pode ser controlado, em condi¢es naturais
(FREITAS, 2013; SAGIO, 2012). Uma producdo com maior porcentagem de
frutos cereja (ponto ideal de colheita) aperfei¢oaria 0 desempenho da colheita
manual ou mecanizada (BUDZINSKI et al., 2005) ao fornecer frutos no mesmo
estadio de maturacgdo, reduzindo as colheitas parceladas e, consequentemente,
reduzindo custo com a producdo. Além disso, conduziria a uma bebida de
qualidade superior resultando em melhor preco e elevando a aceitacdo nos
mercados interno e externo (CARVALHO ; CHALFOUN, 2000; CASTRO et al,
1981; DIAS, 2013; NOGUEIRA et al., 2005). Entretanto, o amadurecimento
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uniforme dos frutos é dificultado pelo florescimento assincrénico dos cafeeiros,
pois as floradas ocorrem em periodos distintos (BARROS et al., 1978; RENA,;
BARROS, 2004), acarretando na producdo de frutos em diferentes faixas de
maturacao, com intensidade variavel de frutos verdes (DIAS, 2013; PEREIRA et
al., 2005). Esse comportamento indefinido no florescimento diminui a qualidade
sensorial da bebida e eleva os custos com a producéo, pois requer mais de uma
etapa de colheita, e por vezes, a colheita e pés-colheita seletiva (DaMATTA et
al., 2007).

Dentre os fatores que estdo associados com a irregularidade no
florescimento do cafeeiro, o status hidrico da planta parece afetar diretamente a
sincronizagdo da florada. A necessidade de um periodo de déficit hidrico, para
concentrar a florada, seguido por chuva ou irrigagdo abundante, para quebrar a
dorméncia das gemas € mencionada com frequiéncia na literatura como estratégia
para obtencdo de um Unico evento de floracdo (ALVIM, 1960; GUERRA et al.,
2005; RENA; MAESTRI, 1985; SOARES et al., 2001). A promogdo de um
periodo seco parece contribuir para a uniformizacdo dos botdes florais, sendo
necessario para aquisicdo de competéncia e promovendo a antese, que ocorre
apos reidratacdo, indicando que o “choque hidrico” é o principal fator para
promogdo do florescimento no café (CRISOSTO et al., 1992; LIVRAMENTO,
2010; MAGALHAES; ANGELOCCI, 1976).

Contudo, ainda existem lacunas quanto aos fatores ambientais e
mecanismos fisiologicos que podem estar envolvidos nesse processo. Mudancas
de sinalizagdo quimica da raiz para parte aérea ap6s um periodo de seca seguido
por reidratacdo foi proprosto (CRISOSTO et al., 1992), sugerindo que alguns
mensageiros quimicos, como os fitormdnios, sejam capazes de tornar os botdes
florais aptos para antese, estimulando a floracdo em algumas espécies. Estudos

associando a regulacdo hormonal com o florescimento do cafeeiro ainda séo
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escassos, mas acredita-se que eles estejam envolvidos na manutencdo e quebra
da dorméncia de botdes florais (LIMA, 2015).

O fitorménio etileno estd envolvido com inumeros eventos de
crescimento e desenvolvimento, relacionando-se também com respostas das
plantas sobre diferentes condicdes de estresses bidticos e abidticos (ABELES et
al., 1992). O estresse hidrico é um dos fatores associados com o aumento na taxa
de produgdo do etileno e genes que codificam as enzimas sintase e oxidase do
Acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), ACS e ACO respectivamente,
integrantes da rota de biossintese do etileno, podem ser regulados positivamente
em plantas nessa condigdo (KADER, 1992; WANG et al., 2002).

Em relacdo ao florescimento, o etileno tem se mostrado um regulador
desse evento inibindo ou induzindo a antese em algumas espécies. O etileno
inibiu o florescimento em Arabdopsis (ACHARD et al., 2007), entretanto,
induziu a antese em rosas (MENG et al., 2014). Observa-se no estudo de Meng
et al. (2014) que um periodo de restricdo hidrica, seguido por reidratacdo pode
levar a um rapido e intenso aumento na producdo de etileno, o qual se mostrou
responsével por induzir o restabelecimento de 4gua em botdes florais de rosas e
promover a antese. Essa constatacdo sugere que o etileno possa estar envolvido
na indugdo do florescimento do cafeeiro

Com base no padrdo de floragdo do cafeeiro, e considerando-se a
necessidade de ciclos de desidratacdo e reidratagdo para inducéo floral, Lima
(2015) propds a existéncia de conexd entre o etileno e a promogdo do
florescimento em café, de modo que esse horménio atuaria como um indutor da
abertura floral. Seguindo esse principio, a aplicacdo do 1-metilciclopropeno (1-
MCP), um inibidor da ac¢do do etileno, esperava-se que ndo ocorresse a antese,
em decorréncia de chuvas de baixa intensidade ou fora da época correta, 0 que
poderia levar a uma concentracdo da florada. Entretanto, o autor verificou que o

1-MCP promoveu a antese no cafeeiro. Com o objetivo de melhor compreender
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0 modo com que o etileno regula o florescimento do cafeeiro, esse trabalho
avaliou os efeitos da aplicagdo exdgena de 1-MCP em diferentes caracteristicas
fisioldgicas e na expressdo de genes relacionados a biossintese e sinalizacdo, em

folhas e gemas do cafeeiro sob condic¢do de campo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cafeeiro: origem e classificagdo botanica

O cafeeiro é uma planta que tem origem nos sub-bosques das florestas
da Etiopia, regifo central da Africa, e sul do Sudo, localizadas a cerca de 1.600
a 2.000 m de altitude, propensas a oscilacGes de temperaturas de 17°C a 26°C
(CAMARGO; PEREIRA, 1994; LIVRAMENTO, 2010). Sdo em geral arvores
ou arbustos tropicais que pertencem a familia Rubiaceae e géneros Coffea
(subgéneros: Coffea e Baracoffea) e Psilanthus (subgéneros Psilanthus e
Afrocoffea). O subgénero Coffea possui cerca de 103 espécies identificadas
incluindo as espécies de importancia econémica como C. arabica (café
Arabica), C. canephora (café Robusta\Conilon), C. liberica (café Libérica), e C.
dewevrei (café Excelsa) (DAVIS et al., 2006; GUERREIRO-FILHO et al.,
2008).

Apesar de descoberto na Etidpia atribui-se grande importancia aos
arabes pela propagacao da cultura e do consumo do café, de tal modo, que nome
“café” tem origem da palavra arabe “gahwa”, que significa vinho. Por isso, o
café era conhecido como “vinho da Arabia”. Percorrendo algumas regides a
partir do oriente, a cultura foi introduzida na América pelos holandeses
chegando ao Brasil em 1727. Os primeiros cafezais brasileiros descendem
exclusivamente da espécie Coffea arabica cv. Arabica, inicialmente cultivada
em Belém expandindo-se rapidamente para as demais regifes do pais
(CHALFOUN; REIS, 2010; GUERREIRO-FILHO et al., 2008; SOUZA;
LORENZI, 2005).
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2.2 Café Arabica (Coffea arabica L.)

O cafeeiro arabica é um arbusto monocaule, perene com até 6,0 metros
de altura, em condicBes de tratos culturais, podendo alcancar até 10,0 metros
sem nenhum tipo de conducdo. A arquitetura da copa é cilindrica em funcéo do
desenvolvimento da parte &rea sobre um ramo Unico que cresce verticalmente,
denominado ortotropico. A partir dele desenvolvem-se indmeros ramos
horizontalmente, os ramos plagiotropicos. Nesses ramos desenvolvem-se as
gemas florais que originardo os frutos, de modo que, os ramos plagiotrépicos sdo
também conhecidos como ramos produtivos. As folhas, geralmente, localizam-
se nos ramos plagiotrépicos em posigdo oposta. Sdo ovaladas ou sublanceoladas,
com bordas onduladas, nervuras secundarias e lamina foliar variando de 12 a 24
cm. Possuem coloragdo verde-escura e a face adaxial apresenta aspecto
brilhante. Quanto ao sistema radicular, a distribuicdo espacial das raizes ndo
apresenta padrdo definido, podendo alcancar até 2 metros de profundidade
(ALVES, 2008; COSTE, 1955; EMBRAPA, 2001).

Esta espécie € a Unica descrita no género Coffea como alotetrapldide (2n
= 4x = 44 cromossomos) possuindo 4 conjuntos do numero béasico de
cromossomos do género (n = 11). Quanto a reproducdo, € uma espécie
autogadmica com cerca de 90% das suas flores fertilizadas com gametas (p6len e
6vulo) da mesma planta e apenas 10% de poliniza¢do cruzada (CARVALHO;
MONACO, 1964; CHALFOUN; REIS, 2010; LASHERMES et al., 1999;
SAKIYAMA et al, 1999). O surgimento de suas flores origina-se do
desenvolvimento das gemas nas axilas dos pares de folhas com os ramos
primarios. As flores sdo hermafroditas possuindo de 2-19 flores por axila
formando inflorescéncias denominadas glomeérulos. Possuem um pedicelo e

calice curto com cinco segmentos, corola formada por cinco pétalas brancas
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soldadas entre si e, para cada pétala, um estame curto onde se localiza as anteras.
O ovério é inferior com duas cadmaras, cada uma contendo um 6vulo (ALVES,
2008; FREE, 1993; KLEIN et al., 2003).

Os frutos de C. arabica sdo uma drupa ovéide bilocular, geralmente,
com duas sementes e de formato oblongo. Quando na fase de maturacdo o
exocarpo pode apresentar coloracdo vermelha ou amarela, dependendo da
cultivar. O mesocarpo (mucilagem) é relativamente aquoso e doce e, 0
endocarpo (pergaminho) é espesso envolvendo cada semente separadamente. Os
grdos sdo constituidos principalmente do endosperma de coloragdo azul-
esverdeada de composicdo varidvel: agua, polissacarideos (50% a 55% da
matéria seca do grdo), lipideos (12% - 18%), proteinas (11% - 13%), cafeina,
dextrina, galactomananas, celulose, acido clorogénico, minerais, dentre outros.
Existe grande correlacdo entre essas caracteristicas e a qualidade da bebida de
café, de modo que, para o café arébica o sabor da bebida é suave, com elevada
acidez e baixa porcentagem de cafeina e acido clorogénico (ALVES, 2008;
CORTEZ, 2001; COSTE, 1955; EMBRAPA, 2001).

2.2.1 Coffea arabica cultivar Catuai Vermelho I1AC 144

O grupo da cultivar Catuai originou-se como hibrido, entre o
cruzamento de cafeeiros “Caturra Amarelo” e “Mundo Novo” realizado pela
Comissdao de Café do Instituto Agrondmico de Campinas (IAC). Desta
recombinacdo surgiram as linhagens de “Catuai” conhecidas atualmente,
incluindo a “Catuai Vermelho TIAC 144” (CARVALHO et al., 2008; PEREIRA
etal., 2010).

A principal caracteristica de plantas dessa cultivar é possuir internodios
curtos apresentando, portanto, porte baixo. Isto favorece o plantio adensado

facilitando 0 manejo e tornando a colheita mais econdmica. A arquitetura da
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copa é cilindrica com diametro médio, as folhas novas sdo verde-claro e as
adultas, verde-escuro com bordas pouco onduladas. A axila foliar possui de 3 a5
inflorescéncias e o florescimento ocorre principalmente entre setembro e
outubro. A maturacao ocorre entre 0s meses de maio e junho, coincidindo com o
periodo chuvoso, sendo, contudo, mais tardia e desuniforme em relacdo a
variedade “Mundo Novo”. O fruto maduro apresenta coloracdo vermelha, as
sementes sdo medianas, com formato curto e largo. Apesar de suscetiveis a
ferrugem e nematdides, sdo vigorosas, altamente produtivas e resistentes & seca,
além de produzir bebida de excelente qualidade. Tais caracteristicas tornaram
essa cultivar uma das mais difundidas para plantio comercial no Brasil
(CARVALHO et al., 2008; EMBRAPA, 2001; MATIELLO et al., 2009).

2.3 Aspectos econémicos do café

A expansdo no cultivo e comercializacdo do café estimulou a criagdo
da primeira bolsa de café em Nova lorque por volta de 1732, tornando o produto
uma commodity alcangando comercializagdo a nivel mundial. Atualmente, o café
é o produto agricola mais comercializado no mundo e para alguns paises das
regides tropicais e subtropicais constitui uma das principais fontes para o
desenvolvimento econdémico e social. Essa cultura é cultivada em mais de 80
paises proporcionando para aproximadamente 25 milhdes de pessoas na
America Latina, Africa e Asia uma fonte de subsisténcia (CHALFOUN; REIS,
2010; LASHERMES et al., 2008; MARRACCINI et al., 2012).

Apesar da diversidade de espécies do género Coffea, apenas Coffea
arabica L. e Coffea canephora Pierre ex Froehner sdo produzidas em escala
comercial, sendo responsdveis por 64% e 36% da producdo mundial,
respectivamente, destacando-se Coffea arabica L. como a mais importante em
termos econdémicos (CONAB, 2015; SANTOS et al., 2015).
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No Brasil, estima-se que a &rea total plantada com café arébica e
conilon correspondem a 2.248,9 mil hectares, em que, desse total, 326,8 mil
hectares (14,5%) estdo em formacdo e 1.922,1 mil hectares (85,5%) estdo em
processo produtivo. Minas Gerais, Espirito Santo, Sdo Paulo, Bahia, Ronddnia,
Parand, e Goias representam 98,65% da producdo nacional. Minas Gerais
concentra o cultivo majoritario numa &rea de 975,27 mil hectares, com
predominio para a espécie arabica que totaliza 98,64% da area de café plantada
no estado, equivalendo a cerca de 50,2% da &rea plantada no Brasil. Desse
modo, a safra mineira de 2015 gerou 22,3 milhdes de sacas, com predominio
para produgdo de café ardbica (CONAB, 2015).

De acordo com os dados do Conselho dos Exportadores de Café do
Brasil (CeCafé), em novembro de 2015, as exporta¢des brasileiras foram 6,9%
maior em comparacgdo com o0 ano de 2014, destacando-se o incremento de 14,1%
no embarque de café arabica e, de modo geral, registrando a receita cambial de
US$ 498.341 milhGes. As exportacOes brasileiras do ano safra 2014/2015 foram
recordes observando-se o quarto levantamento de safra de café publicado pela
Conab, com a produgdo de 43,24 milhfes de sacas de 60Kg do produto
beneficiado, sendo 32,05 e 11,19 milhdes de sacas do café arabica e conilon,
respectivamente. Em termos de volume, o café arabica correspondeu a 78,3%
das exportacdes brasileiras e o conilon, 12,1%, tendo como principais mercados
de destino os Estados Unidos e Alemanha. Para o ano safra 2015\16, estima-se
gue o volume de sacas ja exportadas esteja na ordem de 3,2 milhGes. (CeCafé;
CONAB; OIC, 2015).

A partir desses dados confirma-se que o café é um importante produto
da balanca comercial agricola brasileira, destacando o pais no cenério do
agronegocio mundial como principal exportador e como o0 segundo maior
mercado consumidor. Considerando a tendéncia anual de aumento no consumo

interno e externo de café, o Brasil tem dedicado maior atencdo para a
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valorizagdo do produto visando transformar o grdo beneficiado numa bebida de
melhor qualidade (ABIC, 2015; FREITAS, 2013; NOGUEIRA, 2014; SANTOS
etal., 2015).

2.4 Fenologia do Cafeeiro

O ciclo fenoldgico completo do cafeeiro ocorre em dois anos, diferindo
da maioria das espécies as quais florescem na primavera e frutificam no mesmo
ano fenolégico (GOUVEIA, 1984). Para o cafeeiro arabica as fases fenoldgicas
foram esquematizadas segundo as condicOes tropicais brasileiras (Figura 1),
compreendendo 6 fases, divididas entre dois anos, onde as duas primeiras fases
ocorrem no primeiro ano fenolégico e as demais fases no segundo ano
(CAMARGO; CAMARGO, 2001).

No primeiro ano ocorre 0 crescimento vegetativo caracterizado pelo
desenvolvimento dos ramos plagiotropicos (do grego plagios: obliquo,
transversal) a partir dos ramos ortotrépicos (do grego orthés: reto, normal). A
primeira fase, que compreende os meses de setembro a marco, tem inicio a partir
da formacdo das gemas axilares nos noés dos ramos plagiotropicos primarios.
Portanto, 0 tamanho e a qualidade da safra no ano seguinte é impactada
diretamente pela quantidade de flores que a planta sera capaz de produzir a partir
dos ramos e gemas desenvolvidos no ano anterior (CAMARGO; CAMARGO,
2001; LIVRAMENTO, 2010; RENA; GUIMARAES, 2000; RENA et al., 1986;
THOMAZIELLO et al., 2000;). Na segunda fase, abril a agosto, a ocorréncia de
dias curtos estimula a inducéo floral transformando gemas axilares (vegetativas),
produzidas na fase anterior, em gemas florais. Nos meses finais desta fase
(julho- agosto) as gemas iniciam um periodo de repouso (dorméncia),
permanecendo nesse estado por semanas até o inicio da préxima fase no segundo
ano fenolégico (CAMARGO; CAMARGO, 2001; CAMARGO; FRANCO,
1985).
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Figura 1: Esquema das fases fenoldgicas de Coffea arabica nas condic¢des tropicais do
Brasil (Camargo & Camargo, 2001).

A terceira fase (setembro-dezembro) corresponde ao inicio do segundo
ano fenoldgico caracterizado pela florada cerca de 8 a 15 dias ap6s o “choque
hidrico” nas gemas florais maduras, causada por chuva ou irrigacdo. Seguida da
antese ocorre a fecundacéo, que para C. arabica ja representa 94% logo apds a
abertura floral culminando na formagdo dos chumbinhos (estadio inicial dos
frutos), seguido pela sua expansio (CAMARGO; CAMARGO, 2001;
LIVRAMENTO, 2010). A quarta fase (janeiro-margco) consiste na etapa de
granacg&o dos frutos, ocorrendo a solidificagdo dos liquidos internos formando os
gréos. Na quinta fase, os frutos aumentam o tamanho e desenvolvem mudangas
na coloracdo, caracterizando o periodo de maturacdo entre abril e junho.
Finalizando o ciclo fenoldgico, na sexta fase (julho a agosto) ocorre a
senescéncia e absicdo de ramos produtivos,terciarios e quaternarios, evento
conhecido com auto-poda (CAMARGO; CAMARGO, 2001; KUMAR, 1979).

As trés primeiras fases do segundo ano fenoldgico correspondem ao periodo
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reprodutivo do cafeeiro, onde a fase de frutificagdo é composta pelo vingamento
floral, desenvolvimento dos frutos e maturagdo (CAMARGO; CAMARGO,
2001; LIVRAMENTO, 2010).

A transicdo de gemas do estddio vegetativo para o reprodutivo é um
processo irreversivel que compreende trés etapas: inducéo, evocacao e iniciagao.
A inducdo é um evento que resulta das condicBes fisioldgicas iniciadas nos
tecidos a partir de estimulos ambientais, como fotoperiodo, permitindo que a
planta esteja apta para o florescimento. Na fase de evocacdo formam-se 0s
primordios florais a partir de processos de natureza morfolégica, bioquimica e
fisiologica permitindo que na fase de iniciagdo a gema “evocada” torne-se
reconhecivel como uma gema floral (BERNIER et al., 1981; KRAJEWSKI;
RABE, 1995; LIVRAMENTO, 2010; MELO; SOUZA, 2011; MORAIS et al.,
2008; RENA et al., 1986). Apos essa série de eventos as gemas florais crescem
continuamente durante dois meses até atingirem de 4 a 8 mm, no maximo
(ALVES et al., 2003; CANNELL, 1985).

A escala detalhada das fases reprodutivas do cafeeiro arabica foi
divididas em quatro grandes fases, a saber: desenvolvimento da gema floral (G),
floragdo (FL), frutificagdo (F) e maturagdo (M). Dentro de algumas fases
realizou-se subdivisdes visando facilitar a identificacdo através da morfologia
externa. Assim, a fase G foi subdividida de acordo com o tamanho das gemas
(Figura 2), onde G1 - refere-se aos nés com gemas indiferenciadas; G2 — nods
com gemas intumescidas; G3 — gemas com até 3 mm de comprimento; G4 —
gemas medindo 3,1 a 6 mm de comprimento; G5 — gemas de 6,1 a 10 mm
(coloracdo verde claro). No estagio G6 (gema maior que 10 mm e coloragdo
branca), ocorre a abertura das flores (FL) logo nas primeiras horas da manhd, as

quais murcham no segundo dia e caem no terceiro (MORAIS et al., 2008).
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Figura 2: Escala detalhada das fases de desenvolvimento floral de Coffea arabica
(Adaptado de Lima, 2015).

2.5 Florescimento do cafeeiro: ‘status’ hidrico e quebra de dorméncia

O florescimento do cafeeiro (Coffea arabicaL.) compreende uma
sequéncia complexa de eventos morfofisioldégicos e bioquimicos e sofre
influéncia de fatores ambientais como temperatura, fotoperiodo e suprimento de
agua, interferindo no desenvolvimento das gemas vegetativas e reprodutivas
(RENA; BARROS, 2004). O comportamento fenoldgico da cultura é
caracterizado pela auséncia de sincronia floral que resulta do desenvolvimento
ndo uniforme dos botdes florais. Essa irregularidade promove a antese em
tempos distintos ocasionando varios eventos de floragdo e pode ser identificada,
muitas vezes, em um Unico ramo ou no6 (Figura 3). Nessa condicdo é possivel
encontrar gemas florais em diferentes niveis de desenvolvimento em conjunto
com flores, acarretando na maturacdo desuniforme dos frutos (CRISOSTO et al.,
1992; MAJEROVICZ; SONDAHL, 2005).
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Figura 3: Representacdo da assincronia no ciclo reprodutivo do cafeeiro. (A)
Desenvolvimento floral ndo sincronizado em ramo. (B) Né apresentando diferentes niveis
de desenvolvimento: gemas em diferentes estagios, botdo floral e flor. (C)
Desuniformizacdo na maturagdo dos frutos promovido por varios eventos de floragdo.

A floracéo do cafeeiro foi dividida por Rena e Maestri (1985) em quatro
fases sequenciais: inducdo floral, diferenciacéo floral, dorméncia e antese. Apos
as fases de inducgdo e diferenciacdo 0s brotos vegetativos encontram-se aptos
para originar botfes florais 0s quais se tornam responsivos a estimulos internos,
como horménios, e a diversos fatores ambientais (SOARES et al., 2005; ZIK;
IRISH, 2003). Nesse periodo a duracdo do desenvolvimento até a préxima fase
compreende aproximadamente dois meses. A continuidade do processo depende
de uma etapa onde o desenvolvimento floral é estagnado no estadio G4,
permanecendo em um estado dormente que pode durar varias semanas
(BARROS et al., 1978; MES, 1957). Na literatura sdo registradas poucas
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informacdes detalhadas sobre os eventos fisiol6gicos que ocorrem durante a
dorméncia dos botbes florais e quais fatores estariam associados com esse
mecanismo, mas, em geral, acredita-se que exista uma relacdo estreita entre a
fase dormente e o “status” hidrico dos cafeeiros (CRISOSTO et al., 1992;
MAGALHAES; ANGELOCCI, 1976).

A deficiéncia hidrica acentuada e prolongada pode impactar
negativamente o ciclo de vida e produtivo do cafeeiro, sendo este efeito
intensificado quando associado com altas temperaturas. O sucesso para a antese
depende além dos fatores genéticos, das condi¢cbes ambientais, pois déficit
hidrico combinado com temperaturas extremas (>30°C) durante as fases de
desenvolvimento levam a formagdo de flores “estrelinhas”, caracterizadas pela
desidratacdo precoce e abortamento do botdo floral (Figura 4). Contudo, em
niveis moderados, a restricdo hidrica nas semanas que antecedem a florada
torna-se uma condicdo necessaria para promover a concentracdo do
florescimento (ALVIM, 1960; CAMARGO; CAMARGO, 2001; DaMATTA;
RAMALHO, 2006).

A maturacdo das gemas florais é concluida apés exposi¢do a um periodo
seco e, possivelmente, a necessidade em impor um déficit de dgua adequado
durante o ciclo reprodutivo do cafeeiro esteja relacionada com a promoc¢édo da
uniformidade no desenvolvimento das gemas (MAGALHAES; ANGELOCCI
1976; RENA; MAESTRI, 1985). Foi demonstrado que o desenvolvimento dos
meristemas florais em cada gema também é assincronico (DE OLIVEIRA et al.,
2014), corroborando para o comportamento floral irregular nesta espécie.
Portanto, o periodo de dorméncia, que nas condigdes tropicais brasileiras
coincide com o periodo seco, (ALVIM, 1960; BROWNING, 1977;
CAMARGO; CAMARGO, 2001) seria vantajoso para permitir que botdes
florais em diferentes fases equiparassem seu desenvolvimento até o estadio G4

(fase em que as gemas tornam-se sensiveis a responder estimulos e retomar o
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crescimento), sendo a antese iniciada logo apds as primeiras chuvas da estagdo
(MES, 1957; RENA; MAESTRI, 1985).

Figura 4: Abortamento floral devido ao déficit hidrico intenso e elevadas
temperaturas originando flores com anomalia, as "estrelinhas".

Alguns trabalhos mostram que um periodo seco seguido por precipitacéo
ou irrigacdo é necessario para que a dorméncia seja quebrada e a antese ocorra,
desencadeando a floracdo (ALVIM, 1960; MAGALHAES; ANGELOCCI
1976). Durante o periodo seco os potencias de agua foliar sdo reduzidos, e em
café, foi verificado que em experimentos de campo com plantas submetidas a
restricdo hidrica por cerca de 70 dias, obteve-se potencial hidrico foliar de -
2,0MPa e a antese ocorreu cerca de 12 dias ap6s o retorno da irrigacao,
culminando em florada Unica e uniforme com cerca de 80% de frutos no estadio
cereja, ideal para colheita (GUERRA et al., 2005).
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Dentre as variaveis climaticas, oscilagdes na pluviosidade e temperatura
afetam fortemente a produtividade e qualidade da bebida. No entanto, a duragéo
e intensidade do estresse hidrico ndo podem ser padronizadas, pois o cultivo da
cafeicultura estende-se por regides com grande variabilidade climética, sendo
inviavel estipular o periodo e valores adequados para imposicdo do déficit
hidrico (GARDIN, 2006; MES, 1957). De maneira semelhante, a distribui¢do e
intensidade da chuva necessaria para estimular a florada ainda ndo apresentam
valores exatos. Costuma-se relacionar a quantidade de chuva com a duragdo e
intensidade do periodo seco, assim, considera-se que entre 10 e 35 mm de chuva
sdo suficientes para estimular a florada, de modo que o excesso hidrico afeta
negativamente a formagéo dos botbes (PEREIRA et al., 2008; RAMIREZ et al.,
2011). Quanto a temperatura, alguns autores consideram que a amplitude
térmica de 10°C pode ser favoravel para a sincronizacdo da florada, enquanto
outros atribuem & reducdo da temperatura, que costuma acompanhar as chuvas,
um papel essencial na quebra da dorméncia dos botdes florais (RAMIREZ et al.,
2011). Como exposto acima, sabe-se apenas que cafeeiros hidratados
constantemente ou afetados por chuvas esporadicas apresentam diversas floradas
com intensidade variavel, enquanto que, cafeeiros reidratados somente ap6s um
periodo seco apresentam floradas mais uniformes (RENA; MAESTRI, 1985).

Crisosto et al. (1992) demonstraram que cafeeiros submetidos a restri¢éo
hidrica obtendo potenciais hidricos ante-manha inferiores a -0,8MPa, ap6s re-
irrigados, restabeleceram o condicionamento hidrico e apresentaram abertura
floral. Os mesmos autores verificaram que para as plantas irrigadas
continuamente ndo foi verificada antese, pois os botBes mantiveram-se no
estadio G4, indicando que sem um déficit de 4gua ndo houve progresso para as
fases seguintes. Quanto as plantas mantidas sobre seca, também ndo foi
constatada antese, sugerindo que a reidratagdo é um componente obrigatorio

para concluséo do desenvolvimento floral do cafeeiro. Assim, observa-se que a
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agua possui efeito estimulador, uma vez que, a quebra da dorméncia é induzida
pelas chuvas ou irrigagdo ao promover o aumento substancial no teor de &gua
das gemas dormentes. Esse processo resulta da absorcdo de agua pelas folhas,
desencadeando um rapido influxo para os botbes florais (ALVIM, 1973;
BROWNING, 1977; MAGALHAES; ANGELOCCI, 1976;). A entrada de agua
provoca o intumescimento das gemas, as quais retomam o crescimento até
atingirem cerca de 12 mm, adquirindo o formato de “pinha” (LIVRAMENTO,
2010).

Quando na fase dormente, os bot8es florais encontram-se no estadio G4
de desenvolvimento e sdo capazes de responder a diferentes estimulos.
Possivelmente a capacidade em interagir com sinais enddgenos e exdgenos nessa
fase esteja associada com o desenvolvimento de um feixe vascular contendo
xilema secundario. Gemas em fases anteriores a G4 apresentam pouca
quantidade de pequenos elementos do xilema priméario, e essa restricao
anatémica limita a comunicacdo dessas gemas com estimulos emitidos pela raiz
durante ou apds um periodo de déficit hidrico (ALVIM, 1960; CRISOSTO et al.,
1992). Em um experimento conduzido com plantas de café submetidas a
fracionamento do sistema radicular (raiz-split) sob diferentes condi¢oes,
verificou-se que nas plantas com ambos os sistemas radiculares irrigados
frequentemente ndo houve reducgdo no potencial hidrico (ante-manha e meio-dia)
e também ndo ocorreu floragdo. Plantas em situacdo oposta, ou seja, com ambos
0s sistemas radiculares mantidos sobre seca, reduziram o potencial hidrico,
ocorrendo floracdo quando reidratadas. Interessantemente, cafeeiros com um
sistema radicular irrigado e outro sobre seca ndo apresentaram reducdo no
potencial hidrico, mas exibiram floracdo. Esses resultados sugerem que
independentemente do “status” hidrico foliar, quando em condi¢des de seca
(ainda que ndo seja um déficit hidrico severo) cafeeiros sdo estimulados ao

florescimento e, provavelmente, o sinal para floracdo é transportado, apds a
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reidratacdo, da regido mais seca do sistema radicular para a parte aérea, tornando
as gemas florais competentes e induzindo a antese (CRISOSTO et al., 1992).

A biossintese e o fluxo de alguns horménios sdo alterados durante o
déficit hidrico, desencadeando respostas nos vegetais em condi¢bes de estresse
(ALBACETE et al., 2014; KOHLI et al., 2013). Tem sido bem documentado
que o Acido Abscisico (ABA) possui sua sintese estimulada quando plantas sdo
submetidas a seca (WILKINSON; DAVIES, 2002; ZHANG et al., 2015). Além
do ABA, a expressdo de genes relacionados com a biossintese e sinalizacdo do
etileno também tém sido reguladas positivamente sob estresse hidrico em
algumas espécies (BELTRANO et al., 1997; YANG et al., 2014). A expressdo
diferencial desses genes parece estar sendo regulada por ciclos de desidratacdo
seguidos por reidratacdo, promovendo o aumento na producdo de etileno em
orgdos florais (LIU et al., 2013). Aparentemente, a reidratacdo provocou um
rapido aumento na sintese de etileno, de modo que, esse aumento atuou como
um sinalizador para restabelecer o contetdo de agua nas flores, promovendo a
abertura floral (LIU et al., 2013; MENG et al., 2014).

2.6 Etileno na regulacéo do florescimento

O florescimento é caracterizado pela transicdo da fase vegetativa para a
fase reprodutiva, marcada por modificagdes morfofisiologicas reguladas pela
interacdo de fatores enddgenos e exdgenos (SPANUDAKIS; JACKSON, 2014).
Diferentes rotas j4 foram identificadas e relacionadas com a regulacdo do
florescimento, entre as quais: vernalizacdo, temperatura e a regulacdo hormonal
via Giberelina (GA) (POSE et al., 2012; SRIKANTH; SCHMID, 2011). A
relacdo do etileno com o florescimento ja foi detectada em algumas espécies,
entretanto, a sua acdo ainda permanece em discussdo. Em algumas espécies o

etileno demonstrou ser um indutor da abertura floral, como ocorreu em cravo e
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petinia (JONES; WOODSON, 1997; TANG; WOODSON, 1996), ja em rosas
foi observada promogdo da antese, 0 que parece contraditorio uma vez que,
normalmente, nesta espécie ocorre inibicdo da abertura floral pelo etileno (LUO
etal., 2013; REID et al., 1989).

Na via da Giberelina ha indicios de que o etileno atue como mediador
para regular o florescimento. Nos resultados obtidos por Achard et al. (2007), o
atraso no florescimento em Arabidopsis foi promovido pelo etileno ao reduzir 0s
niveis endodgenos de GAs ativas e favorecer o acimulo de proteinas DELLAs,
corroborando com os experimentos descritos por LUO et al. (2013), onde a
abertura floral foi inibida em rosas pela promogéo da expressdo dos genes das
proteinas DELLAS. Proteinas DELLAS sdo repressoras de GAs e estdo ativas na
auséncia desse horménio, atuando como um regulador negativo da sinalizacdo
através do bloqueio da expressdo dos genes induzidos pelas giberelinas. Quando
ocorre a ligacdo de GA ao receptor, esta é degradada pelo proteassomo 26S
permitindo a expressdo dos genes induzidos por GA (CAO et al., 2006;
FUKAZAWA et al., 2014; YU et al., 2012;). O acimulo de proteinas DELLAs
atrasa o florescimento ao reprimir a expressdo dos genes LEAFY (FLY) e
SUPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1) (Figura 5), envolvidos
na sinalizagdo para ativacdo dos genes de identidade de meristema, 0s quais sdo
capazes de converter o meristema apical em meristema de inflorescéncia
(ACHARD et al., 2007; O'MAOILEIDIGH et al., 2014).
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Figura 5: Esquema da regulagdo do florescimento via
sinalizacdo do etileno e interagdo GA-DELLA (Archad et
al., 2007).

2.7 Etileno: biossintese, percepcao, sinalizacdo e controle

O etileno (C,H,4) € um horm6nio gasoso que regula inimeros eventos de
crescimento e desenvolvimento nas plantas, tais como germinacdo de sementes,
maturagdo de frutos, senescéncia, absciséo e desenvolvimento de pélo radicular
(ABELES et al., 1992; CHEN et al.,2005; JOHNSON; ECKER, 1998). Em
virtude da sua estrutura, é caracterizado como 0 composto organico mais simples
que modula diversos processos fisiolégicos nos vegetais (PEREIRA;
BELTRAN, 2002; SANTOS, 2012).

Este hormdnio é produzido naturalmente em todos os tecidos de plantas
superiores. Quanto ao transporte, difunde-se facilmente nos tecidos vegetais e
espacos intercelulares por se tratar de um composto volatil (ALONSO; ECKER,
2001; TANG et al., 2008; VILAS BOAS, 2002). Sua sintese autocatalitica é
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rigorosamente controlada por sinais internos durante o ciclo de vida das plantas,
podendo ser estimulada também em resposta a estimulos externos, bidticos e
abidticos, como ferimentos mecénicos (herbivoria, infeccdo por patégenos),
estresse hidrico, salino, térmico, substancias quimicas e também por outros
fitorménios (FAGAN, et al., 2015; SCHRODER et al., 2007, WANG et al.,
2002; ZIMMER, 1998), sendo considerado um hormonio do estresse devido a
sua sintese ser induzida por diversos sinais de estresse (KENDE, 1993). Essa
complexa rede de sinalizacdo em resposta a diferentes estimulos internos e
ambientais sdo regulados por genes associados a expressao das enzimas da rota
de biossintese do etileno, sintase do ACC (ACS) e oxidase do ACC (ACO), as
quais pertencem a familias multigénicas (JOHNSON; ECKER, 1998; WANG et
al., 2005).

A biossintese do etileno é iniciada pela conversdo do aminoacido
metionina em S-adenosilmetionina (S-AdoMet) pela acdo da enzima Sintetase
do S-AdoMet (Figura 6). Esta enzima requer um ATP por molécula de S-
AdoMet sintetizada, de forma que o metabolismo respiratério € aumentado para
suprir a demanda energética (BARRY; GIOVANNONI, 2007; MIYAZAKI;
YANG, 1987; WANG et al., 2002). A etapa seguinte é a conversdo do S-
AdoMet em ACC em uma reacdo catalisada pela ACS, sendo esta a etapa
limitante para sintese do etileno, uma vez que, o ACC ¢ o precursor imediato do
etileno (ADAMS; YANG, 1979; KENDE, 1993). 5-Metiltioadenosina, um
subproduto da reacdo com ACS, ¢ utilizada como fonte para regenerar metionina
através do ciclo de Yang. A biossintese do etileno é concluida quando a enzima
ACO promove a oxidacdo do ACC formando etileno em uma reacdo que
também produz CO, e HCN (YANG; HOFFEMAN, 1984).
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Figura 6: Ciclo de Yang: biossintese do etileno e sintese de metionina
(Modificado de Yang & Hoffman, 1984).

A percepcdo do etileno ocorre a partir da sua ligacdo aos receptores
localizados nas membranas celulares com auxilio do co-fator cobre
(CAVASINI, 2013; CHEN et al., 2002; RODRIGUEZ et al., 1999; WOESTE;
KIEBER, 2000). A juncéo etileno-receptor forma dimeros que funcionam como
um mecanismo chave-fechadura, onde o “encaixe” das moléculas “desbloqueia”

(Figura 7) os receptores conduzindo a uma cascata de sinalizagdo nos tecidos
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vegetais, atuando como ponto de regulacdo para inducdo de respostas

(BLANKENSHIP, 2001).

b
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. etilenona || moléculade || moléculade | dostecidos vegetais eliberagao |
membrana i etilenoao !  etilenoe ;! do sitio receptor :
id receptor || Ydesblogqueio” |l mcmmmmmimmmimmommimsiisrimasi)
ii do receptor

Figura 7: Ligacdo das moléculas de etileno aos receptores associados as membranas
(Adaptado de Blankenship, 2001).

A importancia do etileno para o crescimento e desenvolvimento das
plantas foi validado considerando-se que 0s componentes essenciais para a via
de percepcdo e sinalizacdo foi identificada como conservada em diversas
espécies vegetais. A primeira descoberta dos principais elementos da rota
ocorreram em Arabdopsis sendo demonstrado que a percepgéo do etileno ocorre
através de receptores que pertencem a uma familia de 5 proteinas: ETR1
(Ethylene Receptor 1), ETR2 (Ethylene Receptor 2), ERS1 (Ethylene Response
Sensor 1), ERS2 (Ethylene Response Sensor 2) e EIN 4 (Ethylene Insensitive 4)
(CHANG et al, 1993; CZARNYA et al., 2006; GUO; ECKER, 2004; HUA et
al, 1995; HUA; MEYEROWITZ, 1998; SAKAI et al., 1998). Esses receptores
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foram agrupados em duas subfamilias com base nas similaridades estruturais:
receptores que apresentam trés regides inter-membrana na por¢do N-terminal
(onde ocorre a ligacdo do etileno) e uma regido de histidina quinase conservada
na regido C-terminal englobam ETR1 e ERS1 e pertencem a subfamilia ETRL,
enguanto que, os receptores que possuem quatro dominios na regidao N- terminal
e um dominio de histidina carente em elementos considerados importantes para
a atividade catalitica na regido C-terminal englobam ETR2, EIN4, e ERS2 na
subfamilia ETR 2 (HALL et al., 2000; HUA, et al., 1998; SCHALLER;
BLEECKER, 1995).

Os receptores sdo proteinas-chave na rota de sinalizacdo do etileno, pois
a ligacdo desse hormonio ao receptor conduz a uma cascata de sinalizagéo para
alteracdo no padrdo de expressdo dos genes associados com a resposta ao etileno
(SEREK et al., 2006). Esses receptores estéo localizados em todos os tecidos da
planta, de modo que qualquer 6rgdo é responsivo ao etileno (BARRY;
GIOVANNONI, 2007), ainda que a resposta e sensibilidade sejam dependentes
da espécie, estadio de desenvolvimento da planta e capacidade de percepcdo do
orgdo (CIARDI; KLEE, 2001; JONES et al., 2001), a qual é regulada de acordo
com o nivel de receptores.

As respostas ao etileno resultam de mecanismos de acdo controlados
por regulacdo negativa (HUA; MEYEROWITZ, 1998; TIEMAN et al., 2000).
Na auséncia do hormdnio, a proteina CTR1 (Constitutive Triple Response 1),
localizada a jusante dos receptores na via de sinalizagdo bloqueia os elementos
reguladores EIN 2 (Ethylene Insensitive 2), desativando a resposta ao etileno,
atuando como um regulador negativo da rota (GAO et al., 2003; KIEBER et al.,
1993). Entretanto, quando o etileno liga-se aos receptores (Figura 8), estes
sofrem alteragdes conformacionais de modo que interagem com a cinase Raf-
like CTR1. Essa ligacdo remove a supressdo causada pela CTR1 e ativa EIN2,

proteinas transmembranas chaves que atuam como reguladores positivos na via.
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A cascata de transdugéo de sinal segue com a ativacéo de EIN3 (ALONSO et al.,
1999; STEPANOVA; ALONSO, 2005). EIN3 sdo fatores de transcricdo
localizados no nucleo das células e ligam-se a genes que possuem uma regiao
denominada elemento primario de resposta ao etileno (PERE). A sequéncia
PERE foi encontrada no promotor do gene ERF1 (Ethylene Response Factor 1),
0 qual pertence a familia dos genes ERFs. Essa regido promotora pertence a uma
grande familia de fatores de transcri¢cdo conhecidas como proteinas de ligacéo de
elementos em resposta ao etileno (EREBPs) (RIECHMANN; MEYEROWITZ;
SOLANO et al., 1998). Os ERFs ligam-se especificamente a regido GCC box,
motivos de DNA altamente conservados presentes em muitos genes associados
com a expressdo de respostas ao etileno (DAVIES, 2004; HAO et al., 1998).
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Figura 8: Modelo para via de sinalizacdo que regula respostas
das plantas ao etileno: sequéncia dos receptores envolvidos com
a percepcao e transducéo de sinais (Theologis, 1998)
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As respostas das plantas ao etileno podem ser reguladas pela (i) inibicdo
da sintese desse fitormonio, (ii) através do blogueio da ligacdo do etileno aos
receptores ou (iii) bloqueando a reacdo da planta para ligacdo do etileno ao
receptor (Figura 9). Determinados fatores ambientais sdo conhecidos por
bloquear a percepc¢do da planta ao etileno, regulando respostas a esse horménio.
Concentracdes elevadas de CO, e baixas de O, suprimem a atividade da sintase
do ACC e do ACO, respectivamente (SEREK et al., 2006). Baixas temperaturas
sdo conhecidas por reduzir os efeitos do etileno possivelmente por diminuir a
afinidade do hormdnio ao receptor. Em flores de cravo foi constatado que para
cada 10 °C de reducéo na temperatura as respostas ao etileno diminuiram em
cerca de 10 vezes, causando a redugdo na afinidade com os sitios de ligagéo
(WOLTERING; HARKEMA, 1987). A manipulacdo genética com alvo nas
etapas de biossintese e percepcdo do etileno permitiu através de técnicas
moleculares desenvolver plantas com a redugdo da producédo e sensibilidade ao
etileno (FRELLO et al., 2002; HUA et al., 1995; SRISKANDARAJAH et al.,
2001; WILKINSON et al., 1997). Além disso, nas Ultimas trés décadas diversos
antagonistas do etileno foram descobertos e, alguns, utilizados por inddstrias
para reduzir os efeitos desse horménio especialmente sobre plantas ornamentais
e produtos pos-colheita (SEREK; ANDERSEN,1993; SEREK et al., 2006).
Dentre as substancias quimicas utilizadas, os inibidores da sintese do etileno que
bloqueiam a conversdo da SAM em ACC mostraram-se eficazes (SEREK et al.,
2006). Entretanto, os inibidores da acdo do etileno apresentam eficiéncia
superior, pois protegem ao nivel de receptor contra os efeitos de etileno
provenientes de vias endogenas ou exdgenas (SEREK; REID, 1993; SEREK et
al., 2006).
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Figura 9: Métodos de inibicdo dos efeitos do etileno nas plantas
por abordagens ambientais, moleculares e quimicas (Serek et al.,
2006).
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2.8 1-MCP: inibidor da agéo do etileno

O 1-metilciclopropeno (1-MCP) é um regulador do crescimento vegetal
indicado para controlar os efeitos do etileno pela inibicdo da acdo deste
fitormdnio (BLANKENSHIP; DOLE, 2003; KAWAKAMI et al., 2006; VAN
STADEN, 1979). Em condicfes de temperatura e pressao ambiente o 1-MCP é
um composto volatil com férmula C,Hs e massa molar de 54 g, caracterizado
como uma molécula gasosa inodora, incolor, ndo tdxica e nao geradora de
residuos detectaveis (BLANKENSHIP, 2001; SEREK et al. 1995; WATKINS,
2002, 2006). Este produto é formulado como um composto sélido (p6) que ao
ser hidratado libera o gas que ira penetrar no tecido da planta. A preparacéo deve
ser realizada no momento do uso e com o0 minimo de agitacdo a fim de evitar
perda da agdo do produto (BLANKENSHIP, 2001; BURNS, 2008).

O 1-MCP ¢ classificado como ciclopropeno, sendo esta classe de
compostos derivados da degradacdo do diazociclopentadieno (DAP), um
conhecido inibidor da acdo do etileno (JOHNSON, 1987; SISLER; SEREK,
1999; SISLER et al.,, 1996;). Dentre os ciclopropenos, o 1-MCP tem sido
amplamente utilizado em virtude da alta eficiéncia em reconhecer e ligar-se aos
receptores de etileno, tornando-se uma ferramenta valiosa para o controle das
respostas fisiolégicas das plantas ao etileno (BURNS, 2008; SISLER; SEREK,
1997). A capacidade em minimizar os efeitos do etileno favoreceu a ampla
utilizacdo do 1-MCP em diversos setores agricolas como horticultura e
floricultura, principalmente na etapa de po6s-colheita, retardando a acdo desse
hormdnio sobre o amadurecimento de frutos e na senescéncia e absciséo flores.
Nesses casos, 0 1-MCP contribui para prolongar a oferta, qualidade e tempo de
prateleira de uma variedade de produtos como, tomate, banana, maca e ameixa,
estendendo também a vida atil de plantas ornamentais apds a colheita
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003; HOEBERICHTS et al., 2002; SCARIOT et al.,
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2014; SKOG et al., 2001; WATKINS, 2006). Na prée-colheita, o 1-MCP foi
utilizado para reduzir o desfolhamento de plantas de citrus tratadas com etileno
exogeno para maturacdo dos frutos (BURNS, 2008).

A eficécia inibitéria do 1-MCP deve-se, em particular, a afinidade de
ligacdo dez vezes maior quando comparado ao etileno, mantendo-se ligado ao
sitio recept
or por tempo indeterminado. Com efeito, este composto é ativo em baixas
concentragdes uma vez que apresenta uma meia vida de difuséo entre sete e doze
dias enquanto que para o etileno a duragdo varia entre dois a dez minutos
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003; PEREIRA; BELTRAN, 2002). O controle
quimico do etileno ocorre pela ligagdo competitiva do 1-MCP aos receptores de
etileno nas membranas celulares (BLANKENSHIP; DOLE, 2003; WATKINS,
2008). A juncdo do 1-MCP ao sitio para receptores de etileno é permanente,
blogueando a ligagdo do etileno e impedindo a sinalizagdo para desencadear
reacdes quimicas no tecido vegetal (Figura 10). Portanto, 0 1-MCP “desliga” os
receptores, de modo que, nenhum sinal quimico é emitido para as células,
silenciando as respostas ao etileno.

No entanto, novos receptores podem ser sintetizados acarretando na
retomada da sensibilidade da planta ao etileno (BLANKENSHIP, 2001; HALL
et al., 2000; SISLER, 2006). Ainda que ja estabelecido que o 1-MCP possui
eficacia sobre baixas concentracdes, sua agdo efetiva pode variar de acordo com
a espécie ou a cultivar (BLANKENSHIP; DOLE, 2003; HOFFMAN, 2001).
Alguns autores afirmam existir relacio entre concentracéo, tempo e temperatura,
de modo que, em baixas temperaturas o 1-MCP pode ndo ser eficiente,
possivelmente em funcéo da baixa sensibilidade ao etileno (BLANKENSHIP;
DOLE, 2003; JIANG et al., 2002). De modo geral, a concentracdo do produto
utilizado deve ser suficiente para saturar os receptores, competindo com as
moléculas de etileno presente (VILAS BOAS, 2002).
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Figura 10: Ligacdo competitiva do 1-metilciclopropeno (1-MCP) aos
receptores de etileno associados as membranas celulares (Adaptado de
Blankenship, 2001).

2.9 Surfactante Break-Thru

Os surfactantes sdo substéncias utilizadas para pulverizar formulagdes,
sobretudo na agricultura, aumentando a eficiéncia da deposicdo e absor¢do de
moléculas ou compostos quimicos, otimizando o efeito destes sobre as plantas
(VERA-NUNEZ et al., 2010; RAMSEYA et al., 2005). A atividade eficaz dos
surfactantes resulta da presenga de agentes tensioativos na formulagéo,
reduzindo a superficie de contato onde os surfactantes aplicardo a tensdo. Esse
efeito promove a penetracdo das moléculas de interesse, minimizando a perda do
ingrediente ativo (NITSCHKE; PASTORE, 2002; SPRANKLE et al., 1975).

O Break-Thru é um surfactante organossiliconado, definido como super

espalhante (Figura 11) e que possui como principal agente de funcionamento o
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poliéter-polimetillsiloxano-copolimero (COMPENDIUM, 2013ab). Em virtude
desse efeito, é amplamente utilizado para reduzir a tensdo superficial das
solucdes pulverizadas, elevar o molhamento das folhas e aumentar a absor¢do do
ingrediente ativo de interesse (SIEVERDING et al., 2006). Os surfactantes
organossiliconados destacam-se por promover a absor¢do quase que instantanea
através dos estdmatos, impedindo que ocorra perda do produto pela chuva
(BAYLES, 2014). Além disso, possuem toxicidade reduzida contribuindo para
reducdo no impacto ambiental e principalmente, da dose do ingrediente ativo a
ser utilizado (AGROW, 2014; HILL, 2006).

Figura 11: Espalhamento e cobertura uniforme
promovida pelo Break-Thru S240 (Evonik, 2013, 2014)

Uma parcela consideravel dos surfactantes ndo é capaz de reduzir a
tensdo superficial e promover a infiltracdo do produto via estdmato, por isso,
atuam aumentando a penetragdo através das cuticulas. Nesse contexto, oS
surfactantes a base de organosilicone sdo mais eficientes, pois além de permitir a
penetracdo cuticular, favorece o fluxo da solucéo pulverizada por meio do poro
estomatal (Figura 12), contribuindo para elevacdo da translocacdo do produto
aplicado (KNOCHE, 1994; PEREIRA, 2010). Essa classe de surfactantes, que
tem como representantes o Break-Thru S240 e Silwet-L77 s&o os Unicos capazes

de minimizar a tensdo superficial entre a solu¢do aquosa de aproximadamente
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73-76 mN/m a 22mN/m promovendo a fluidez estomatal (EVONIK, 2014; XU
etal., 2011).

Sem surfactante
72oN/mTI0° BREAK-THRLU® § 240

Surfactante
convenclonal
I mN/m
58°

BREAK-THRU* § 240
2mN/m
[

Figura 12: Representacdo da fluidez estomatal promevida por surfactantes
organossiliconados como Break-Thru S240 na superficil adaxial (a) e abaxial
(b) da folha (Adaptado de Evonik, 2014)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local, Periodo Experimental e Material vegetal

O experimento foi conduzido na Fazenda Cafu& no municipio de ljaci —
Minas Gerais, sendo implantado no dia 24 de setembro de 2015. O periodo
experimental correspondeu aos dias 25 de setembro & 05 de outubro de 2015,
utilizando-se plantas de cinco anos de idade da cultivar Catuai Vermelho IAC
144. As demais analises foram realizadas no Laboratério de Fisiologia
Molecular de Plantas (LFMP) (http://www.dbi.ufla.br/Ifmp/), no Setor de

Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia da Universidade Federal de

Lavras, Lavras, MG — Brasil.

3.2 Tratamentos e Delineamento Experimental

O experimento foi composto por um grupo controle, sem aplicacdo
dos produtos, e dois grupos tratados (Tabela 1). Para o grupo tratado com 1-
MCP (3,8% de ingrediente ativo (i.a) — produto comercial Harvista™ -
AgroFresh) diluiu-se 50 mg de i.a. em 1L de agua para cada planta (LIMA,
2015). Nesse tratamento foi adicionado o Break-Thru (surfactante de
organosilicone - S240, Evonik Industries AG, Essen, Alemanha) na
concentragdo de 0,025 V/V. Visando otimizar a pulverizagdo, as solugdes foram
preparadas a cada 3L de agua. Para o grupo tratado apenas com Break-Thru,
adicionou-se o produto na concentracdo descrita para 0 T2, seguindo também o

mesmo padrdo para preparo.


http://www.dbi.ufla.br/lfmp/
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Tabela 1: Grupos de tratamentos do experimento para cv. Catuai 144.

Tratamentos Descricéo Abreviacao
T1 Controle CTL
T2 1-MCP + Break-Thru 1-MCP+BTH
T3 Break-Thru BTH

A pulverizagdo das plantas ocorreu no dia 25 de setembro no periodo
da manhd, entre 8 e 9 horas, com o auxilio de um pulverizador costal de 12L
(S12 - Brudden Pulverizadores) logo ap6s a preparacdo das solucdes. Aplicou-
se, inicialmente, o Break-Thru nas plantas do T3 e em seguida, o 1-MCP +
Break-Thru nas plantas do T2. Para ambos, a pulverizacdo foi efetuada na
planta inteira abrangendo folhas (regido adaxial e abaxial) e gemas.

O delineamento experimental foi em blocos casualizados com 3
tratamentos e 6 repeticdes bioldgicas, totalizando 18 plantas no experimento.
Trés linhas, aqui denominadas blocos, agruparam as repeticGes bioldgicas e
entre cada bloco existia uma linha de plantas que atuou como bordadura. A
localizacdo das repeticdes bioldgicas nos blocos ocorreu aleatoriamente,
preservando-se um espaco consideravel entre cada planta para que ndo houvesse

interferéncia entre os tratamentos (Figura 13).
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Bloco 1

T2R1 T2R5 T3R6 TIR6 T3R4 TIR2

Bloco 2

TIR3 T3R1 T3R5 TIRS T2R2 T2R4

Bloco 3

T3R2 TIR1 TSR3 TIR4 T2R6 T2R3

Figura 13: Croqui do experimento conduzido com Coffea arabica cv. Catuai Vermelha
144. Observa-se que 0 espacamento real entre as plantas tratadas foi superior ao
representado nesta figura. (T = Tratamento; R= Repeti¢do bioldgica).

3.3 Coleta do Material

O material vegetal foi coletado de ramos plagiotropicos,
preferencialmente, no terco médio das plantas. Para analise do Teor Relativo de
Agua (TRA), coletou-se folhas completamente expandidas 2, 6, 24, 30 e 48
horas apds a aplicacdo dos produtos. O material foi acondicionado em sacos de
aluminio e mantidos no gelo até a realizacdo das analises em laboratério, a fim

de evitar perda de agua ou interferéncia de outros fatores ambientais.
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Para a analise da expressdo génica, coletou-se folhas completamente
expandidas localizadas no 3° e 4° n6s, e gemas a partir no estadio G4, de acordo
com Morais et al. (2008). O material coletado foi mantido em nitrogénio liquido,

e em seguida armazenado em freezer -80°C até 0 momento das analises.

3.4 Analises Fisiologicas

3.4.1 Trocas gasosas

As determinagbes de trocas gasosas foram realizadas em dias
tipicamente claros, no 3° ou 4° pares de folhas completamente expandidas em
ramos plagiotropicos localizados no terco médio das plantas, realizando trés
medicBes por planta utilizando-se um sistema aberto portéatil de trocas gasosas,
IRGA (Infra Red Gas Analyzer) modelo Li-6400 (Licor Inc., Nebraska, USA).
As varidveis avaliadas foram: taxa fotossintética liquida (A), condutancia
estomatica (gs) e transpiragdo (E).

As andlises foram realizadas 2, 24 e 48 horas apés a pulverizagdo dos
produtos, empregando-se as seguintes condi¢cBes nas avaliagdes: saturagdo
luminosa (1000 pmol foton m™ s™*), temperatura ambiente, 400 pmol mol™ de
CO; no periodo das 9h00 as 11h00.

3.4.2. Teor Relativo de Agua (TRA)

O teor relativo de agua foi determinado através de 10 discos foliares , de
1 cm? cada, retirados do limbo foliar (evitando-se a nervura central), segundo o
método descrito por Silveira et al (2009).

Inicialmente, os discos foram pesados em balanca analitica para

obtencdo da Massa Fresca (MF). Em seguida, foram acondicionados em placa de
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Petri contendo papel de filtro saturado com &gua destilada durante 24h. Apds
esse periodo, os discos foram pesados para determinagdo da Massa Turgida
(MT). Finalmente, foram colocados em sacos de papel e mantidos em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65 °C durante 2 dias, obtendo-se Massa Seca (MS).
De posse dos dados, o TRA foi determinado pela seguinte equacgdo, cujos

resultados foram expressos em valores percentuais:

MF-MS

:r

TRA (%) x 100

3.5 Analises Estatisticas

Os dados foram submetidos a uma analise de varidncia (ANOVA) e a
significancia estatistica dos resultados foi analisada pelo Teste F. As médias

foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

3.6 Analises moleculares

3.6.1 Extracéo de RNA

Inicialmente, folhas e gemas foram maceradas em cadinho utilizando
nitrogénio liquido, armazenando-se 100mg (0,25ml) de material vegetal para
extracdo de RNA em tubos tipo eppendorf de 1,5ml. Para extracdo, utilizou-se o
Protocolo do Concert (Plant RNA Purification Reagent - Invitrogen, USA), com

pequenas alteracdes.
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Adicionou-se 600 pL de Concert ao material macerado, levando-se ao
vortex para homogeneizagdo por 2 minutos. Os tubos foram mantidos na posicéo
horizontal por 10 minutos & temperatura ambiente e posteriormente
centrifugados a 14.800 rpm por 10 minutos a 4°C. Em seguida, coletou-se 450
pL e 420 pL. do sobrenadante de folhas e gemas, respectivamente, transferido-0S
para um novo tubo. Adicionou-se 100 puL de NaCl 5M e 300 pL de cloroférmio,
subsequentemente levou-se o0s tubos ao vortex por 1 minuto e a centrifugacédo a
14.800 rpm por 10 minutos a 4°C. Novamente, coletou-se o sobrenadante nos
volumes de 400 pL e 370 pL para folha e gema, respectivamente, transferindo-
0s para novos tubos. Mais uma vez, adicionou-se 100 uL de NaCl 5M e 300 pL
de cloroférmio, repetindo-se as etapas da homogeneizacdo em vortex e
centrifugacdo citadas anteriormente. Coletou-se 280 pL e 320 upL do
sobrenadante, respectivamente para gemas e folhas, transferindo-os para novos
tubos. Para as amostras de gemas foi necessario realizar essa etapa uma terceira
vez, onde foi coletado 200 pL do sobrenadante. Foi feita a adicdo de Isopropanol
na mesma propor¢do Volume/VVolume ao sobrenadante e as amostras foram
homogeneizadas por meio de cerca de 15 inversdes, em seguida, 0s tubos foram
colocados em freezer -20°C durante 1 hora para precipitagdo do RNA.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.800 rpm por 25 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e 600 uL de etanol 75% foram adicionados
ao pellet, e as amostras foram centrifugadas a 14.800 rpm por 5 minutos a 4°C.
Descartou-se o etanol cuidadosamente e os tubos foram mantidos abertos até o
etanol secar completamente. Ap6s a secagem, o0 RNA foi ressuspendido com 20
pL de agua miliQ autocalavada. As amostras foram estocadas em freezer -20°C
até a realizacdo das futuras analises.

Apo6s a extracdo do RNA, as amostras foram analisadas quanto a
quantidade e qualidade utilizando-se um espectrofotbmetro Nanovue®

(NanoVue GE Healthcare). Utilizou-se 2 puL. de cada amostra para realizar essa
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andlise, observando-se a concentracdo do RNA e as relacdes de pureza Axgopso €
Agsonzo, priorizando, preferencialmente, valores entre 1,8 a 2,0. Para avaliar a
integridade do RNA extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 0,8% corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain e visualizado
em fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReader XS D-77Ls-
20. M).

3.6.2 Tratamento com DNase

As amostras foram tratadas com o Turbo DNA free™ kit (Ambion) para
eliminagdo do DNA residual. Em tubos de 0,5 mL, 5 ug de RNA (a ser tratado)
foi utilizado, completando-se o volume final para 22 pL. com agua comercial
livre de RNAse e demais contaminantes. O mix (tampédo + DNase) foi preparado
para um volume de reagdo de 25 pL, contendo 0.1 volume (2,5 uL) de 10x
Turbo DNase Buffer e 0.1 volume (5 uL) de Turbo DNase. 3 puL do mix foram
adicionados em cada amostra e homogeneizados delicadamente sendo, em
seguida, incubado em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, 0.1
volume (2,5 pL) de DNase Inactivation reagent foi adicionado em cada amostra
e as mesmas foram homogeneizadas, mantendo-se por 5 minutos a temperatura
ambiente, e finalmente centrifugadas a 10.000 g por 2 minutos. Coletou-se,
cuidadosamente, 15 pL do sobrenadante transferindo-0s para novos tubos de 0,2
mL. 1,5 uL do RNA tratado foi utilizado para quantificacdo no Nanovue®. Para
avaliar a integridade e pureza do RNA, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain
e visualizado em fotodocumentador UV-transilluminator (UVITEC FireReader

XS D-77Ls-20.M), armazenadas posteriormente em frezzer -20°C.
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3.6.3 Sintese de cDNA

Apos a extracdo do RNA e do seu tratamento com DNase, as amostras
apresentando alto grau de integridade e pureza foram utilizadas para a sintese de
cDNA utilizando o Kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). Em tubos de 0,2 mL, 1 pg de RNA tratado com DNase foi
utilizado, completando-se o volume para 10 uL com agua comercial livre de
RNAse e demais contaminantes. 10 pL. do mix, contendo 2 pl de 10X Reverse
Transcriptase Buffer, 2 uL. de 10x RT random primers, 0.8 pL de dNTP mix, 1
uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase e 4.2 pL de agua livre de DNase ¢
RNase), foi adicionado em cada reacdo, resultando em um volume final de
reacdo de 20 pL. Subsequentemente, as amostras foram delicadamente
homogeneizadas e transferidas para o termociclador (Multigene Gradient —
Labnet), onde ocorreu a sintese do cDNA. A reacdo ocorreu com as seguintes
condigdes de ciclagem: 10 minutos a 25°C, 120 minutos a 37°C e 5 minutos a

85°C, sendo as amostras armazenadas em freezer -20°C.

3.6.4 Andlise da expressdo génica por RT- gPCR

A analise da expressdo dos genes relacionados com a sintese e
sinalizag&o do etileno (CaACOL1 — like, CaACO4 — like, CaACS1 — like, CaETR4
— like) foram conduzidas utilizando-se o termociclador Rotor-Gene Q Real-Time
PCR (Qiagen), utilizando o sistema de deteccdoSYBR® Green. O volume final
da reagdo para cada amostra foi de 15 pL: 7,5 uL de SYBR Green (QuantiFast
SYBR Green PCR Kit — Qiagen), 0.6 uL de primers especificos para cada gene
alvo (0.3 uL primer forward + 0.3 pL primer reverse), 1.5 uL de cDNA a 10
ng\uL e 5,4 pL de agua livre de RNase e demais contaminantes.

Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas de cada tratamento para cada

um dos tempos analisados (2, 6 e 24h), sendo utilizadas triplicadas técnicas para
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cada uma das amostras. As seguintes condic¢des de ciclagem foram utilizadas: 5
min a 95 °C para ativacdo da enzima, seguidos de 40 ciclosde 5sa95°Ce 10 s
a 60 °C, e completado com uma curva de “melting” para se avaliar a
especificidade da reacdo, aumentando-se a temperatura de 60 °C para 95 °C,
com o aumento de 1 °C a cada 5 s. A eficiéncia de amplificacdo dos primers dos
genes alvos e de referéncia foi determinada por meio de curva de diluigcdo
(Tabela 2). A andlise da expressao relativa foi calculada através do método
AAC+ de acordo com Pfaffl (2001), utilizando os genes de referéncia AP47 e
RPL39 (BARRETO, resultados ndo publicados). A diferenca relativa da
expressao de cada gene foi feita com base em uma amostra calibradora, que foi
escolhida de acordo com o menor nivel de expressdo para cada um dos genes

nos tecidos analisados.
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Tabela 2: Sequéncia de primers e eficiéncia da amplificacdo por RT-qPCR.

Gene Primer Forward (5’ para 3”) Primer Reverse (5” para 3°) Eficiéncia de
amplificagdo (%)

CaACOL1 - like ACGTGGAAGCCAATGTTACC GAGGGAGAAGAAAACATCCTAGC 96
CaACO4 - like CGCAACTGTTTGAGATCACG CCAATCCAAGCATTAACAAGG 95
CaACS1 - like TCCTTACCATCCCACCAGAA CCATGAATTTGTTCGCTCCT 90
CaETR4 - like TTGGTCCATTCAGGAACTCG GCATCCTGTTTTGCTTGTTG 85

AP47 GGTGTACGCTCACCATTTTCATC AGCCAACAGCACCAGTAACTTG 99

RPL39 GCGAAGAAGCAGAGGCAGAA TTGGCATTGTAGCGGATGGT 87
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2 Andlises Fisiologicas

As plantas exibiram teor relativo de agua foliar (TRA) entre 30 e 43%

(Figura 14). Analisando os indices de TRA ao longo do tempo, observou-se

diferenca significativa entre os tratamentos apenas 6h ap6s a pulverizacdo com
1-MCP+BTH.

TRA (%)
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6 24 30 48

Tempo apéspulverizacdo (horas)

I I I I
13 09 15 09

Hora do dia

Figura 14: Teor Relativo de Agua apds aplicagio dos tratamentos ao
longo do tempo. Médias seguidas pelas mesmas letras comparando
os tratamentos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média de seis repeti¢des.
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Muitos trabalhos fazem uso do TRA para determinagdo da condicéo
hidrica do vegetal, e geralmente, o declinio nos niveis de TRA com valores
abaixo de 50% sdo observados quando plantas sdo submetidas a deficiéncia
hidrica (MASSON et al., 2015; VILELA, 2012; YAMASAKI; DILLENBURG,
1999). De acordo com Angelocci (2002), o TRA é considerado como a variacao
de massa de &gua do tecido proveniente da variacdo da massa de agua celular e,
consequentemente, da variagdo do volume da célula, comparando-se o estado
méaximo e a perda da turgescéncia. Portanto, o acompanhamento do status
hidrico foliar do cafeeiro neste trabalho possibilitou observar que a turgescéncia
celular ndo se encontrava no estado maximo uma vez que o volume de &gua na
célula encontrava-se reduzido.

Possivelmente os indices de precipitagdo (APENDICE B) registrada nas
condicbes de campo em que este experimento foi realizado parecem ter
conduzido os cafeeiros a uma situacdo de limitagdo hidrica. Contudo, em virtude
de o cafeeiro ser considerado uma espécie relativamente tolerante a seca
(MAZZAFERA; CARVALHO, 1987) e a cultivar Catuai Vermelho ser
caracterizada como tolerante a periodos de estiagem (MATIELLO et al., 2009),
ndo foi identificado sintomas de murcha nas folhas ou qualquer outro sintoma
visivel relacionado com a baixa disponibilidade de agua.

No presente trabalho, os valores de TRA abaixo de 50% provavelmente
estdo relacionados com o horério do dia em que as coletas foram realizadas. As
coletas nos respectivos horarios foram realizadas com o intuito de verificar
possivel influéncia dos produtos no TRA ao longo do tempo, considerando
especialmente os tempos onde foram avaliados os pardmetros de trocas gasosas.
No entanto, 0 aumento nas taxas de radiacdo solar incidente e temperatura
nesses horérios, principalmente as 15h, certamente afetaram o teor de &gua
foliar, uma vez que esses fatores determinam em maior ou menor intensidade a

taxa de vapor de &gua liberada pelo vegetal. Um fato interessante é que as
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plantas tratadas com 1-MCP+BTH exibiram suave aumento no TRA 6h ap6s a
pulverizagdo, coincidindo com &s 15h do dia. Isto sugere que o 1-MCP
associado com o BTH proporcionou um pequeno aumento no teor de agua foliar,
que pode ter contribuido para melhorar o condicionamento hidrico da planta.
Tendo em vista a importancia da agua para realizacdo dos processos bioldgicos,
um aumento na quantidade de agua pode ter favorecido as rea¢@es bioquimicas,
as quais ocorrem em meio aquoso, além de contribuir com uma maior
guantidade de agua que ficaria disponivel para fluir para as gemas.

Quanto & condutancia estomatica (gs), houve queda significativa nos
tratamentos com 1-MCP+BTH e BTH, de modo que, plantas tratadas com 1-
MCP+BTH apresentaram valores abaixo de 0,04 mol m?s™em todos os tempos
avaliados. Os niveis de gs das plantas controles mantiveram-se sempre acima
desse limiar, sendo duas vezes superior no tempo 48 (Figura 15). De modo geral,
0s niveis de gs do tratamento controle diferiram significativamente e
conservaram-se superiores aos niveis de gs verificados nas plantas dos
tratamentos com 1-MCP+BTH e BTH no decorrer das avaliagbes. Logo ap6s 2h
das pulverizagdes, a gs das plantas tratadas com 1-MCP+BTH e BTH foram
cerca de trés vezes inferiror em comparacdo com o controle, e apds 48h, a
diferenca entre o controle e o tratamento com 1-MCP+BTH foi cerca de 5 vezes.
Entre os tratamentos do 1-MCP+BTH e BTH néo houve diferenga significativa

em qualquer um dos tempos avaliados.
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Figura 15: Condutancia estomatica (gs) ao longo do
tempo em resposta aos diferentes tratamentos. Médias
seguidas pelas mesmas letras comparando os tratamentos
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). As
barras indicam o erro padrdo da média de seis repeticdes.

Com relagdo a taxa fotossintética liquida (A), apds 2h da implementacéo
dos tratamentos, foi possivel observar que ndo houve diferenca entre as plantas
tratadas com 1-MCP+BTH e BTH (Figura 16). Nesses tratamentos, a taxa de
assimilacdo de carbono foi significativamente diferente (cerca de duas vezes
inferior) em relagdo &s plantas do controle, que apresentaram A acima de 7 umol
CO, m?s™. No decorrer das avaliages (2h, 24h e 48h apds as pulverizacdes) a
similaridade da fotossintese liquida entre nos tratamentos do 1-MCP+BTH e
BTH foram mantidas, assim como a diferenca desses tratamentos quando
comparados com o tratamento controle. Como previsto, houve estreita relacdo

entre os niveis de gs e A nos trés tempos avaliados. Presume-se que é comum
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que as taxas fotossintéticas sejam afetadas pela condutancia estomaética, tendo
em vista que a reducdo na abertura da fenda estoméatica compromete o influxo de
CO, para o interior da camara subestomatica (ANDRADE, 2011), mostrando a
relacdo entre o grau de abertura estomatica e a taxa de fotossintese
(RODRIGUES, 2013). Portanto, existe relagdo entre essas varidveis de forma
gue a regulacdo da condutancia estomética tem sido referida como principal

componente responsavel por limitar a fotossintese (CORNIC, 2000).
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Figura 16: Taxa fotossintética liquida (A) ao longo do tempo
em resposta aos diferentes tratamentos. Médias seguidas
pelas mesmas letras comparando os tratamentos ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). As barras indicam o
erro padrdo da média de seis repetigdes.

Analisando a taxa de transpiragdo (E) (Figura 17), as plantas que

receberam tratamento com 1-MCP+BTH e BTH responderam de forma analoga
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a gs e A apenas ap06s 2h. Nesse caso, foi verificado declinio na gs, reduzindo a
perda de agua por transpiragdo, mas consequentemente, também restingiu o
suprimento de CO,, afetando negativamente a fotossintese. EXxiste uma
dependéncia entre E e gs, de modo que o fechamento parcial dos estdmatos
conservam a agua no interior da planta reduzindo o risco de desidratacdo
(BERGONCI; PEREIRA, 2002; TENHUNEN et al., 1987). Ap6s 24h, ndo foi
observada diferenca entre os tratamentos, entretanto, com 48h houve aumento no
nivel de E nas plantas do controle e tratadas com BTH, enquanto que no
tratamento com 1-MCP+BTH, as plantas mantiveram a taxa de transpiragéo

reduzida.
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Figura 17: Taxa de transpiracdo (E) ao longo do tempo em
resposta aos diferentes tratamentos. Médias seguidas pelas
mesmas letras comparando os tratamentos ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P<0,05). As barras indicam o erro padrdo da
média de seis repeticdes.



69

Houve, nitidamente, influéncia dos tratamentos com 1-MCP+BTH e
BTH nas trocas gasosas, acarretando na diminuicdo dos niveis de todas as
varidveis. A taxa fotossintética liquida ndo foi comprometida nas plantas
controle, considerando que os valores de A nessas plantas permaneceram dentro
da faixa registrada para taxas fotossintéticas em cafeeiros, que de acordo com
RENA et al. (1994) variam em torno de 7 a 12 umol de CO, m? s'. Entretanto,
valores de A entre 2 e 5 pmol de CO, m? s? s6 foram registrados nas plantas
tratadas com 1-MCP e BTH. Isto mosta que a diminui¢cdo em A nessas plantas
foi promovida pela pulverizacdo desses produtos, os quais interferiram também
no funcionamento estomatico, limitando a assimilagdo do CO, e a perda de &gua.

No estudo realizado por Lima (2015) com mudas de café em casa de
vegetacdo, o tratamento com 1-MCP+BTH e BTH em plantas bem regadas
resultou em taxas de gs e A semelhante & mudas submetidas & deficiéncia
hidrica, logo ap6s 2h das pulverizagdes. Todavia, os efeitos observados nas
mudas pulverizadas ndo foram duradouros, havendo recuperagdo nos niveis 24 e
48h depois, enquanto que sob déficit hidrico gs e A permaneceram reduzidos. No
entanto, ao contrario do que foi observado por esse autor, no presente trabalho
os cafeeiros ndo apresentaram recuperagdo significativa nas taxas de gs e A nos
tempos 24 e 48. Essa manutencdo dos baixos valores de gs e A pode ter ocorrido,
principalmente, em funcdo da auséncia de hidratagdo das plantas de café, o que
pode ter contribuido para reducdo da abertura estomética limitando a
fotossintese. Além disso, fatores como a diferenca na condi¢do experimental,
considerando a influéncia de variaveis ambientais, podem ter colaborado para
retardar a retomada do funcionamento normal da planta.

Uma vez que houve influéncia dos produtos nas trocas gasosas, Lima
(2015) sugeriu que esses efeitos resultavam da acdo do surfactante Break-Thru, e

que as alteragdes nos niveis dos pardmetros avaliados eram reforcadas pelo 1-
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MCP. Deve-se mencionar que reducdo na taxa de assimilagcdo de CO, ocorreu
apos a aplicacdo de surfactantes de organosilicone (ORBOVIC et al., 2001), a
exemplo do Break-Thru, e é muito provavel que esse efeito tenha sido causado
pela reducdo da abertura dos estbmatos. Ainda nesse contexto de regulacdo
estomatica, foi atribuido a esse mecanismo a habilidade em elevar o potencial de
agua foliar (DODD et al., 2009; KUDOYAROVA et al., 2007) de modo que, 0
fechamento estomatico pode ter conduzido a um aumento transitério no nivel de
agua da parte aérea e contribuido para a antese no cafeeiro (LIMA, 2015).
Apesar de o fechamento estomatico durante o dia ndo ter elevado o TRA
acima de 50%, o tratamento do 1-MCP+BTH foi o Unico a apresentar aumento
no teor de agua foliar de forma significativa, ainda que momentaneamente.
Também nesse tratamento, as taxas de transpiracdo mantiveram-se baixas,
mesmo que diferenca significativa sé tenha sido observada apés 48h, indicando
que o 1-MCP realmente compromete as respostas fisiolégicas do cafeeiro, e
nesse aspecto, a reducdo na transpiracdo contribuiu para manter os niveis
internos de agua e parece ter sido suficiente para gerar um fluxo de agua das
folhas para os botGes florais. Deve-se destacar, no entanto, que as alteragdes nos
pardmetros de trocas gasosas ndo devem ser interpretadas como efeito negativo
do produto, mas como ajustes que contribuiram no processo até a antese. Essa
afirmacdo € validada uma vez que as plantas de ambos os grupos (controle e
tratados) apresentavam as mesmas condi¢fes antes da implementacdo dos
tratamentos (Figura 18), mas a promogdo da antese ocorreu exclusivamente em
cafeeitos tratados com 1-MCP+BTH (Figura 19), corroborando nesse aspecto
com os resultados obtidos por Lima (2015). A antese ocorreu cerca de nove dias
apos a pulverizagdo com 1-MCP+BTH em trés das seis repeti¢fes biologicas
(Figura 20) do Tratamento 2 (1-MCP+BTH). Para a repeticio T2R2, o
florescimento foi causado por uma pequena chuva dias antes da pulverizagédo

com 1-MCP. Em relagdo &s repeticdes T2R1 e T2R3, possivelmente a primeira
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florada ocorrida no inicio de setembro reduziu o nimero de gemas no estadio
G4. Além disso, as coletas para as andlises de expressdo génica foram
realizadas, preferencialmente, com gemas no estaddio G4. Assim, 0 método
destrutivo da coleta contribuiu para diminuir a quantidade de gemas que
estariam aptas para floracéao.

Acompanhando os valores diarios de precipitacgio (APENDICE B),
verifica-se que apds o inicio do experimento ocorreram chuvas esporadicas de
baixa intensidade (abaixo de 2,5mm). Portanto, ndo significativa e incapaz de
desencadear a antese nas plantas durante a condugdo do experimento. Isto
reforga, mais uma vez, a teoria de que a floragdo no Tratamento 2 (T2) foi

desencadeada pelo 1-MCP e ndo induzida pela chuva.

Figura 18: Representacdo da condicéo fisioldgica e fenoldgica em condi¢do de campo das
repeticdes bioldgicas antes da implementacdo dos tratamentos: (A) T 1 - Controle; (B) T 2 -
1-MCP+BTH; (C) T 3—- BTH.
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Figura 19: Representacdo da condicdo fisioldgica e fenoldgica em condicdo de campo das repeticfes
bioldgicas apds a implementagdo dos tratamentos: (A) T 1 - Controle; (B) T 2 - 1-MCP+BTH; (C) T 3 -
BTH.

Figura 20: Antese ocorrida em plantas de café do tratamento com 1-MCP+BTH 9 dias ap6s a pulverizagéo.
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Considerando que o 1-MCP funciona como inibidor da agéo do etileno
(BLANKENSHIP; DOLE, 2003), entende-se que existe uma relacdo entre o
fitormonio etileno e o florescimento do cafeeiro. Porém, a forma como o etileno
exerce regulacdo sobre o evento de floracdo nessa espécie ainda ndo esta nitida.
Lima (2015) prop6s inicialmente duas hipOteses: i) o etileno atuaria como
inibidor do florescimento, logo a aplicacdo do 1-MCP promoveria a antese; (ii) o
etileno seria um indutor do florescimento e o uso do 1-MCP conduziria as
plantas a autocatdlise, acarretando no aumento dos niveis de etileno,
promovendo a antese .

A respeito da floragdo do cafeeiro, sabe-se que a fase dormente coincide
com um breve periodo de seca (SILVA, et al., 2009), e o reinicio das chuvas
promove a retomada do crescimento dos botdes florais, apds a quebra da
dorméncia (REDDY, 1979). Em virtude da oscilagdo entre estresse hidrico e
reidratacdo, a biossintese, sinalizacdo e o transporte dos fitorménios podem ser
alterados (GOMEZ-CADENAS et al., 1996; MAHOUACHI et al., 2005).
Dentre esses horménios, alguns estudos constataram que durante um periodo de
seca seguido por reidratacdo houve aumento nos niveis de etileno (BELTRANO
et al., 1997; YANG et al., 2014) e conectando esse evento com o florescimento,
em rosas a imposi¢cdo de um déficit hidrico seguido por reidratacdo elevou os
niveis de etileno e promoveu a antese (LIU et al., 2013). Embora outros autores
relatem a redugdo nos niveis de etileno sob seca (LARRAINZAR et al., 2014;
SCHUCH et al., 1992), Lima (2015) verificou em mudas de café que a
reidratacdo ap6s um periodo de restricdo hidrica promoveu aumento na
expressdo de genes relacionados com a biossintese e sinalizagdo do etileno em
folha e raiz, sendo que, um possivel acimulo do precursor do etileno (ACC)
pode ter ocorrido nas raizes das mudas sob déficit hidrico. Elevacdo no nivel de

etileno em plantas podem resultar do transporte de ACC a partir das raizes
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(GOMEZ-CADENAS et al, 1996; TUDELA; PRIMO-MILLO, 1992),
embasando a hipotese de que durante o periodo seco, 0 ACC é acumulado nas
raizes, e apds chuva ou irrigacdo, é transportado para a parte aérea, elevando o
nivel de etileno nessa regido e promovendo a antese no cafeeiro.

Como reportado, no presente trabalho as plantas tratadas com o inibidor
da acdo do etileno apresentaram abertura floral. O 1-MCP em alguns estudos
atuou em concordancia com a sua funcdo, ou seja, regulou negativamente a
expressdo de genes da rota do etileno causando a reducdo nos niveis desse
horménio (BULENS et al., 2012; YANG et al., 2013). Contudo, Nakatsuka et al.
(1998) observou resultado divergente para acdo do 1-MCP, ao constatar que a
aplicagdo desse composto elevou a expressdo de genes envolvidos na sintese do
etileno, e de acordo com Ella et al. (2003), ap6s poucas horas da aplicacéo do 1-
MCP em folhas de salsa ocorreu aumento instantaneo na biossintese do etileno,
sendo esse efeito justificado, possivelmente, em fungdo da perda do feedback

negativo da biossintese do etileno.

4.1 Analises da expressao dos genes

A analise do perfil de expressdo do gene CaACS1-like permitiu observar
diferencas na expressao deste gene entre os tecidos de café avaliados (Figura
21). Em folhas, CaACS1-like apresentou nivel de expressdo semelhante entre
controle e 1-MCP, diferindo apenas 6h apo6s a pulverizacdo das plantas. Em
relacdo ao Break-Thru, somente ap6s 2h ocorreu mudanga significativa na
expressdo do CaACS1-like, sendo trés e quatro vezes maior do que o 1-MCP e
controle, respectivamente. A aplicacdo do 1-MCP promoveu um aumento na
regulacdo desse gene 6 horas apds a pulverizacdo nas plantas, mostrando um
aumento de duas e trés vezes nos niveis de expressdo quando comparado com 0s

niveis de expressdo do mesmo gene nos tratamento do Break-Thru e o Controle.
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Decorrido 24h, ndo foi detectada diferencas entre os tratamentos. Nos tecidos de
gema, ndo houve diferenca na expressdo do CaACS1-like entre o tratamento
com 1-MCP e o controle ap6s 2h. A diferenca significativa na expressao foi
observada somente apds 6h, reduzindo na amostragem de 24h.
Interessantemente, esse padrdo de expressao apds 6h foi andlogo para ambos os
tecidos. Nas gemas, o tratamento com Break-Thru apresentou aumento na
expressdao do CaACS1-like em cinco vezes quando comparado ao 1-MCP no
tempo de 24h, mas ndo exibiram diferenca em comparagcdo com as plantas
controle.

O gene CaACOl1-like, andlogo ao gene da oxidase do ACC, foi
nitidamente mais expresso em folhas do que em gemas de café (Figura 21). Nas
folhas, esse gene foi mais expresso a 2h ap6s as pulverizagBes. As plantas
tratadas com Break-Thru apresentaram expressdo duas e dez vezes superior em
relacdo aos tratamentos com 1-MCP e controle, respectivamente. Ap6s 6h ndo
houve diferenga na expressdo para os tratamentos com 1-MCP e Break-Thru,
mas ambos expressaram 0 CaACOL1-like 4 vezes mais que as plantas controle.
Nota-se que ao longo do tempo, a expressdo do CaACOl-like reduziu no
tratamento com Break-Thru, e para o tratamento com 1-MCP, ap6s 24h ocorreu
um ligeiro aumento na expressao desse gene quando comparado com os demais
tratamentos. Os niveis de expressio do CaACO1-like em gema foram
extremamente baixos quando comparados com as folhas e semelhante em todos
0s tempos de amostragem, exceto no tempo 2 onde no tratamento com Break-
Thru esse gene foi 2 vezes mais expresso em comparacdo com o tratamento do
1-MCP e do controle.
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Figura 21: Expressdo génica relativa dos genes CaACS1-like e CaACO1 —like em
folhas (painel & esquerda) e gemas (painel & direita) de café nos tempos 2, 6 € 24 h
apos a implementacdo dos tratamentos: controle, 1-MCP+Break-Thru e Break-Thru.

O segundo gene analogo a oxidase do ACC, CaACO4-like, mostrou-se
regulado diferencialmente entre os tecidos de folha e gema de café (Figura 22).
Nas folhas, apds 2h, o Break-Thru quatro vezes mais expresso que o controle e
duas vezes mais expresso que o0 1-MCP. 6h apds as pulverizagdes, a expressao
do CaACO4-like reduziu no tratamento do Break-Thru e aumentou ligeiramente
no 1-MCP, ocorrendo o inverso apés 24h. Nos tempos de 6h e 24h, os
tratamentos do 1-MCP e Break-Thru n&o difereriram quanto a expresséo do gene
CaACO4 — like. Em relacdo ao controle, apenas apds 24h houve uma pequena

diferenca quando comparado aos demais tratamentos. Em gemas, somente 24h
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apos as pulverizagbes foi observada diferenca na expressdo do CaACO4-like
entre os tratamentos. No tratamento do Break-Thru, esse gene foi cerca de trés
vezes mais expresso que o 1-MCP.

O perfil de expressdo do gene CaETR4 — like (Figura 22) mostra que em
folhas, 2h e 6h apds as pulverizacOes, a expressao desse gene ndo diferiu entre o
tratamento do 1-MCP e do Break-Thru, entretanto, em ambos o0s tempos houve
expressdo diferencial em comparagdo com o controle. Para o tempo de 24h, ndo
houve diferenga significativa na expressao do CaETR4-like entre os tratamentos.
Em gemas, apos 2h ndo houve diferenga entre controle e o 1-MCP, mas ocorreu
aumento significativo na expresséo desse gene no 1-MCP em comparag¢éo com o
controle apds 6h. Contrariamente, com 24h apds a aplicacdo a expressdo do
CaETR4 — like para o 1-MCP reduziu, de forma que a diferenca entre os
tratamentos ndo foi mantida.

Analisando os membros relacionados com a via de biossintese do
etileno, verificou-se que os padrbes de expressdo nos tecidos de gema e folha
sdo distintos. No gene homologo da sintase do ACC, CaACS1-like, o nivel de
expressao foi semelhante entre os tecidos analisados. Mas, um pico de expressdo
ocorrido nas gemas ap6s 2h da pulverizagdo sugere que nos botbes florais a
sintese do precursor do etileno (ACC) ocorre bruscamente e de maneira mais
intensa, respondendo rapidamente ao 1-MCP. Quanto ao gene CaACO4-like, em
gemas, houve super expressdo em relacdo ao CaACO1-like, enquanto nas folhas
a expressdo desses genes foi semelhante. E interessante notar que 0s genes
relacionados com a expresséo da enzima oxidase do ACC foram mais regulados
nas folhas apds as pulverizagbes com 1-MCP+BTH e BTH. O aumento nos
niveis de expressdao de CaACOl-like e CaACO4-like em resposta a esses
produtos sugere que ocorreram elevacbes nas taxas de etileno foliar,

especialmente apds 2 horas das pulverizagdes.
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Figura 22: Expressdo génica relativa dos genes CaACO4-like e CaETR4 —like
em folhas (painel & esquerda) e gemas (painel & direita) de café nos tempos 2, 6 e
24h ap6s a implementacdo dos tratamentos: controle, 1-MCP+Break-Thru e

Break-Thru.

Esses resultados estdo de acordo com a andlise de expressdo, para ambos

0s genes, realizada por Lima (2015) em folhas de mudas de café cultivadas em

casa de vegetagdo. O autor relatou picos na expressdao do CaACOl-like e

CaACO4-like poucas horas apds o inicio dos tramentos com 1-MCP e BTH,

assim como ocorrido neste estudo, mostrando que nas folhas a conversdo do

ACC em etileno, provavelmente, foi acentuada. Aparentemente, essa producdo é

stbita e transitdria considerando que os niveis de expressao dos genes oscilaram

rapidamente, geralmente apresentando intensidade e duracéo dos picos inferior a

24h. Qutro fato interessante foi a baixa expressdo do CaACO1-like em gemas
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qguando comparado com as folhas, principalmente nas plantas do controle, e
apesar da aplicacdo dos produtos, o nivel de expressdo desse gene nao foi
significativo. Isto mostra que apenas uma das oxidases estudada estd atuando
nos botoes florais, realizando a conversdo do ACC em etileno. Com isso, esses
resultados de expressao sugerem gue um aumento nos niveis de etileno ocorra
logo apds as primeiras horas de aplicagdo do 1-MCP, considerando o perfil de
expressao de todos 0s genes analisados neste estudo.

A expressdo do gene CaETR4-like, homdlogo ao receptor do etileno,
apresentou expressao significativa em ambos os tecidos, embora em um nivel
muito maior nas gemas (figura 22). Inicialmente, este parece ser um resultado
contraditdrio, uma vez que, um aumento na expressao de genes envolvidos com
a via de sinalizag&o e percepgdo do etileno diminuem a sensibilidade do tecido
vegetal a esse hormonio, pois os receptores atuam como reguladores negativos
de resposta ao etileno. Entretanto, deve-se ressaltar que o nivel de transcricdo de
um gene nem sempre reflete a quantidade de proteina desse gene e, nesse
contexto, Kevany et al. (2007) relataram que a existéncia de um mecanismo
pos-transcricional seria a base para esse processo. Os autores verificaram
aumento na expressdo de genes relacionados com receptores de etileno em
tomate, LeETR4 e LeETRG, no entanto, ndo houve aumento na sensibilidade do
tecido ao etileno, comprometendo o processo de maturacdo do fruto. Além disso,
foi detectada diminuigdo na quantidade das proteinas desses genes quando o
etileno ligava-se ao receptor, indicando que a degradacdo das proteinas
resultavam do acoplamento entre o horménio e o receptor.

Logo, concluiu-se que a capacidade da planta em responder ao etileno
ocorre através de um fino ajuste entre o etileno e o receptor, considerando que a
ligacdo do etileno desativa o receptor permitindo que a sinalizacdo ocorra,
enquanto que a auséncia de etileno mantém o receptor ativo, e a cascata de

sinalizacdo desativada. No presente trabalho, possivelmente, a elevada expressédo
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do CaETR4-like ndo tornou os tecidos de folha e gema menos sensitivos e,
consequentemente, menos responsivos ao etileno. A reducdo na repressdo das
respostas ao etileno podem ter sido geradas por mecanismos pos-transcricional,
atraves do principio da degradacdo das proteinas como relatado por Kevany et
al. (2007).

As etapas de sinalizacdo do etileno sdo reguladas por mecanismos de
feedback, tornando o processo de sinalizacdo dindmico e complexo (CHEN et
al., 2005; GUO; ECKER, 2004; KENDRICK; CHANG, 2008). Por exemplo, a
presenca de etileno nos tecidos induz a produgdo de etileno autocatalitica através
de um feedback positivo (SEREK et al., 2006), onde o etileno produzido
estimula ainda mais a atividade da sintase do ACC (JIANG; FUN, 2000),
aumentando a concentracdo do horménio na planta. De maneira similar, ocorre
estimulo na produgdo de etileno através da perda do feedback negativo
(WATKINS , 2006). Certamente, um mecanismo de feedback possa ser uma
possivel explicacdo para os resultados divergentes observados na expressdo
desses genes quando as plantas foram tratadas com 1-MCP Break-Thru,
especialmente para 0 BTH que, surpreendentemente, exerceu grande influéncia
na expressao génica, obtendo algumas vezes nivel de expressdo superior ao 1-
MCP.

Considerando que a ligagdo do 1-MCP estabiliza os receptores
(KEVANY et al., 2007), ao ocupar os sitios de ligacdo do etileno essas
moléculas podem ter induzido a interpretacdo pela planta de reducéo nos niveis
de etileno celular. Assim, provavelmente o 1-MCP estimulou a autocatalise do
etileno atraves da perda do feedback negativo, assim como descrito por Ella et
al. (2003). Isto sugere que a ligacdo do 1-MCP bloqueou a sinaliza¢do na rota de
biossintese do etileno. Assim, 0s sinais que eram enviados para reduzir a sintese
cessaram e a planta foi estimulada a produzir mais etileno, elevando a

sensibilidade da planta ao horménio. Conjuntamente, esses efeitos
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provavelmente promoveram um aumento no nivel e agdo do etileno, culminando
na antese dos botdes florais competentes no cafeeiro (figura 20).

Quanto ao Break-Thru, a acdo super espalhante e altamente adesiva na
superficie foliar promoveu reducdo nos pardmetros fisioldgicos, como
mencionado anteriormente. Desse modo, o surfactante atuou como um agente
estressor, expondo as plantas a uma situacdo adversa no que se refere ao
funcionamento dos estdbmatos, diminuindo a abertura estomatica e,
consequentemente, reduzindo a fotossintese e a taxa de transpiragéo (figura 15).
Na maioria dos tecidos vegetais, baixos niveis de estresses estimulam aumentos
transitorios nos niveis de etileno, com efeitos pouco duradouros (SALTVEIT,
1999). Possivelmente, essas alteragGes nos processos fisioldgicos causadas pelo
Break-Thru contribuiram para elevar a expressdo dos genes envolvidos com a
biossintese do etileno, a partir de um mecanismo de feedback positivo.
Interessantemente, esse aumento ocorreu de maneira mais intensa nas folhas,
possivelmente por apresentar maior superficie de contato do que as gemas
(figura 22). Essa constatagao sustenta a hipdtese do Break-Thru ter atuado como
um composto causador de estresse e 0 aumento na taxa de producdo do etileno, e

nesse caso, a regulacéo ocorreu como um mecanismo de defesa da planta.
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo do Break-Thru e 1-MCP causaram interferéncia sobre os
pardmetros de trocas gasosas, promovendo reducdo na condutancia estomaética e,
consequentemente, reduzindo as taxas de fotossintese e transpira¢do. Em relagdo
ao TRA, apenas o tratamento com 1-MCP+BTH contribuiu para elevar o teor de
agua foliar. Os resultados sugerem que a interagdo desses fatores contribuiu para
regular a expresséo dos genes da rota de biossintese e sinalizacéo do etileno.

O aumento nos niveis de etileno provavelmente ocorrer de forma rapida
e transitdria, considerando 0s picos na expressdo imediatamente ap6s 2h das
pulverizagdes, mas o tempo de duracdo parece ndo exceder 24 horas. Este
trabalho também evidencia que, provavelmente, ocorreu aumento na producao
de etileno nas folhas ap6s os tratamentos com 1-MCP+BTH e BTH, e que a
expressao do gene CaETR4-like ndo impediu os érgdos florais de desencadear
respostas a este hormdnio. Portanto, estas podem ser algumas formas de acéo
que permite ao etileno funcionar como indutor da antese dos botBes florais do

café.
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APENDICES — Dados Metereoldgicos

APENDICE A
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Gréafico 1: Médias diérias de temperatura durante a realizagdo do experimento na Fazenda
Cafud: variacdo de uma minima de 15,58°C para maxima de 34,25°C
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APENDICE B
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Gréfico 2: Indices mensais de precipitagio trés meses antes da implantagdo do
experimento e indices didrios durante a realizagdo do experimento na Fazenda Cafué.
Durante a realizacdo do experimente a precipitacdo total foi de 4,8 mm.



