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RESUMO

GEROMEL, C. Atividade hidrolitica da sacarose associada ao
desenvolvimento do fruto de cafeeiro. Lavras: UFLA, 2002. 43 p.
(Dissertagiio — Mestrado em Agronomia — Area de concentragdo Fisiologia
Vegetal)’

Sabendo-se que a produtividade de uma cultura estd na dependéncia
direta de trés fatores basicos de produgdo: climaticos, genéticos e fisiolégicos,
foram abordados nesse estudo, alguns aspectos fisiolégicos do metabolismo de
carboidratos, envolvidos no processo de enchimento de frutos de cafeeiro em
diferentes estddios de seu desenvolvimento. A relagdo fonte-dreno foi um dos
aspectos abordados, com o objetivo de estudar a assimilagéo e o particionamento
de carbono nos frutos, bem como, o tipo de transporte e as enzimas envolvidas
na hidrélise da sacarose. Foram avaliados nesses frutos a porcentagem de
biomassa seca, acimulo de biomassa fresca e seca, carboidratos soluveis,
redutores, amido e atividades das enzimas hidroliticas sintase da sacarose e as
trés isoformas da invertase (neutra do citosol, acida do vacuolo e 4cida da parede
celular). Durante o desenvolvimento do fruto de café, foi possivel observar que o
descarregamento preferencial do floema ocorreu pela rota simplastica, mediada
pela sintase da sacarose, desde o primeiro estidio (chumbinho) até o tltimo
estddio avaliado (cereja). Essa enzima esta envolvida, também, na regulagdo da
biossintese de amido, fornecendo substrato a partir da hidrélise da sacarose
importada pelo fruto. A enzima sintase da sacarose, ao contrrio da invertase, ¢
um fator limitante na assimilag@o de sacarose pelo fruto.

* Comité orientador: Prof. Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (orientador),
Prof. Dr. Nelson Deli Filho — UFLA (Co-orientador).



ABSTRAT

GEROMEL, C. Hydrolytic activity of the sucrose associated to the
development of the coffee fruit. Lavras: UFLA, 2002. 43 p. (Dissertation-
masters in Agronomy/Plant Physiology)"

Productivity of a plant crop depends three basic factors (climatic,
genetic and physiological), and this paper aimed to study some physiological
aspects of the of carbohydrate metabolism involved in filling process of coffee
fruits development. The relation source-sink was one of the evaluated aspects,
with the objective to study the assimilation and the breaking of carbon in the
fruits, as well as, the type of carrier and enzymes involved sucrose hydrolysis.
The percentage of dry biomass, accumulation of fresh and dry biomass, soluble
and reducing carbohydrates, starch and activities of hydrolytic enzymes sucrose
synthase and isoenzymes of invertase (neutral, and acid ). During the fruit
development it was possible to observe that the foreground unloading of the
phloem occurred by simplastic pathway, mediated by sucrose synthase , since
the first stage (pinhead stage) until the last evaluated stage (berry). This enzyme
is also involved in the regulation of starch biosynthesis, supplying substract
from hydrolysis of sucrose imported by the fruit. The enzyme sucrose synthase,
in contrast of invertase, limits the assimilation of sucrose by the fruit.

* Guidance Committee: Dr. Amauri Alves de Alvarenga - UFLA (Major
Professor), Prof. Dr. Nelson Dela Filho - UFLA .



1 INTRODUCAO

Pelo papel estratégico que a cultura cafeeira desempenha na economia
brasileira, sendo uma das principais culturas agrondmicas, estudos vém sendo
desenvolvidos com o propésito de aumentar a sua produtividade, procurando
dessa forma, melhorar o rendimento econdmico da lavoura.

A produtividade da cultura é o resultado da interagdo dos diversos
fatores relacionados ao manejo da cultura, do solo, do clima e da prépria planta.

Com a necessidade de se obter uma produgdo final satisfatdria,
caracterizada pelo niimero e peso de grdos, resultante de fatores genéticos e
fisiologicos, eventos como a divisdo (fator genético) e expansdo celular (fator
fisiologico) parecem ser pontos passiveis de manipulagdo, desde que o controle
da regulagido metabdlica desses eventos seja estudado e compreendido.

Quanto a expansdo celular, esta pode ser manipulada através da relagio
fonte-dreno, mais especificamente, pela forga do dreno. Plantas com maior forga
de dreno sdo capazes de atingir maior produtividade, em condigées semelhantes
as plantas com menor for¢a de dreno, pois o carbono assimilado entre os drenos
determina, principalmente, a taxa e modelo do crescimento da planta (Ho, 1996).
A forga da fonte refere-se a taxa a qual os assimilados sdo produzidos. A elevada
forca da fonte pode aumentar fortemente o crescimento total da planta, mas
informagdes no efeito da forca da fonte no particionamento dentro de 6rgdos da
planta € limitado (Marcelis, 1996).

Plantas que possuem frutos de maior tamanho, com maior forga de
dreno, possuem menor nimero de frutos por planta que outras, que produzem
frutos de tamanho menor (Ho, 1996), embora, geralmente, a taxa de expansao do
fruto seja proporcional ao fornecimento de assimilado da fonte para o dreno
(Ehret & Ho, 1986).



Para a cultura do café, apesar de nem sempre haver uma correlagdo
direta, entre tamanho do fruto e produtividade da planta, aumentar o tamanho do
fruto parece ser uma alternativa vantajosa e, economicamente interessante para o
produtor, quanto a classificagao do café relacionada ao tamanho da peneira

A sacarose € o principal fotoassimilado transportado pelas plantas
superiores, sua participagdo nos processos metabolicos, nos tecidos dreno,
necessita da sua degradagio em hexoses, uma vez que esses agucares s3ao o
ponto de partida para as diferentes rotas metabdlicas existentes nos tecidos dreno
(Sung et al., 1988, Sung et al., 1990).

A hidrolise da sacarose em tecidos dreno pode ocorrer via invertase e/ou
sintase da sacarose. O comportamento diferencial dessas enzimas, associadas ao
desenvolvimento do fruto, torna possivel uma melhor compreensio do processo
de descarregamento do floema, sendo que para o café, informagdes dessa
natureza ndo sdo encontradas na literatura.

O descarregamento do floema pode ocorrer por meio de duas rotas
distintas, ou seja, simplastica ou apoplastica. Quando o descarregamento ocorre
pela primeira rota citada, a sacarose ¢ transportada de uma célula a outra através
dos plasmodesmos, até chegar ao interior do tecido dreno, quando o
descarregamento ocorre pela rota apoplastica, a sacarose € transportada através
do apoplasto, com o auxilio de proteinas carreadoras ou transportadoras,
facilitando esse tipo de transporte.

Em uma das rotas, a apoplastica, a hidrdlise da sacarose pode ser
mediada pela agdo de uma invertase acida ligada covalentemente a parede
celular, no apoplasto e, descarregada no interior da célula do tecido dreno, na
forma de hexose, ou a sacarose pode ser descarregada na sua forma integra nas
células do tecido dreno e ser hidrolisada pelas enzimas sintase da sacarose e/ou

invertase neutra do citosol. Quando o descarregamento ocorre pelo simplasto, a



hidrélise da sacarose pode ocorrer, como citado anteriormente, pela sintase da
sacarose €/ou invertase neutra no citosol.

Nio havendo nenhum trabalho nessa area com a cultura do cafeeiro, o
objetivo desse trabalho foi verificar as participagdes das diferentes isoenzimas
invertasicas e da sintase da sacarose, relacionadas ao acimulo de biomassa seca,
fresca, no conteiddo de carboidratos soliveis, redutores e amido durante o

desenvolvimento do fruto de café.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O cafeeiro e sua importiancia econémica

Segundo Silva & Leite (2000), a América do Sul é a regido do mundo
que concentra a maior producdo de café, sendo que o Brasil € a Colémbia
sozinhos, produziram em torno de 40% do total mundial nas ultimas duas
décadas.

Apesar de apresentar taxas decrescentes na produgdo e na participagio
do mercado internacional, nos anos recentes, o Brasil continua como principal
produtor e exportador mundial de café arabica, sendo responsavel por 25% da
produgdo e 17% da exportagdo mundial, também o segundo maior consumidor
de café (Anudrio.., 2001).

Existemn descritas cerca de cem espécies de café, das quais apenas duas,
Coffea arabica e Coffea canephora, assumem importincia econdémica no
mercado internacional (Fazuoli, 1986) e seu produto é comercializado com a
denominagdo genérica de "café arabica" e "café robusta" respectivamente. Cerca
de 70% do café comercializado no mundo € do tipo "arabica" e os 30% restantes
do tipo "robusta".

A espécie Coffea arabica € cultivada em todas as regides cafeeiras do
estado de Minas Gerais, com predominincia das cultivares Catuai ¢ Mundo
Novo.

O estado de Minas Gerais, ha alguns anos, tem se destacado como o
maior produtor brasileiro de café, mantendo uma média em torno de 50% de
toda a produgéo nacional. A regido sul de Minas, por sua vez, produz metade do
café do estado, sendo que praticamente 100% de sua produgdo é formada pela
espécie Coffea arabica (Mendes & Guimardes, 1997 e Ribeiro et al., 1998).

A cafeicultura brasileira é considerada de baixa produtividade, com

média entre 10-12 sacas beneficiadas por hectare (Mendes & Guimardes, 1997).



A produgdo da cultura do cafeeiro é o resultado integrado dos diversos

fatores relacionados ao manejo da cultura, do solo, clima e da propria planta.

2.2 Relagio fonte-dreno

Uma das caracteristicas fundamentais das plantas é a capacidade de
reduzir gas carbdnico na presenga de luz solar e fixar na forma de carboidratos,
em tecidos fotossinteticamente ativos (tecidos fonte) e, posterior distribuigdo
para tecidos ndo fotossintéticos (tecidos dreno).

De acordo com sua capacidade para exportar assimilados ou na sua
dependéncia em importa-los, os orgdos vegetais podem ser classificados em
tecidos fonte e dreno respectivamente.

A sacarose € o principal carboidrato importado por muitos tecidos dreno
de plantas. Ela ¢ sintetizada em tecidos fonte e exportada via floema, a longas
distancias para os tecidos dreno. Ela ndo apenas funciona como um metabélito
de transporte, mas também contribui para o fluxo de massa entre os drgdos
envolvidos (Lalonde et al., 1999).

A taxa de translocagdo de assimilado no floema é dirigida por um
gradiente decrescente, na concentragio de soluto, agua, ou potencial de
turgescéncia entre a fonte € o dreno (Ho, 1979; Wolswinkel, 1985; Lang &
Thorpe, 1986; Patrick, 1988; Lang & During, 1991). A utilizagio e
compartimentagdo dos assimilados no dreno s3o importantes para manter esses
gradientes (Marcelis, 1996), pois 4 medida que ocorre a hidrdlise dos
assimilados importados, a concentragio de soluto diminui, favorecendo o
transporte. Esse comportamento obedece ao modelo baseado no fluxo de massa,
de acordo com a hipétese de Munch (Minchin et al., 1993).

A rota fisica completa do transporte de sacarose do tecido fonte para
dreno, ainda nio estd completamente elucidada, em relagdo a muitas espécies.

Baseado no transporte de sacarose radioativa marcada e na composigio da seiva



apoplastica de frutos de tomate, a sacarose pode ser descarregada
simplasticamente e/ou apoplasticamente (Damon et al., 1988). Foi observado em
frutos de toamtc\} quando a sacarose ¢ descarregada simplasticamente, pode ser
principalmente hidrolisada pela sintase da sacarose no citosol (Robinson et al.,
1988) e, quando a sacarose é descarregada apoplasticamente pode ser
hidrolisada, principalmente, pela invertase acida da parede celular, visto que a
hexose ¢ a principal forma de agticar na seiva apoplastica (Damon et al, 1988).

Tem sido sugerido que o transporte simplastico pode ser suficiente para
justificar a importacdo de assimilado pelo fruto, no estddio inicial do
desenvolvimento, enquanto o transporte apopléstico pode ser a principal rota de
transporte de agticar em frutos mais desenvolvidos (Johson et al., 1988; Offler &
Holder, 1992).

Os tecidos dreno podem empregar os assimilados para o seu crescimento
e desenvolvimento (meristemas) ou para armazenamento (semente e tubérculos,
por exemplo), nos quais os assimilados importados s3o depositados nas células
na forma de amido, 4cido graxo e proteinas (tubérculos e sementes), sendo a
semente de café acumuladora de acido graxo.

" O particionamento de matéria seca é o resultado final do fluxo de
assimilado de orgdos fonte para Orgdos dreno. O particionamento de matéria
seca entre os drenos de uma mesma planta é regulado pelos proprios drenos (Ho,
1988; Verkley & Challa, 1988), sendo que o fornecimento de assimilado afeta
apenas o grau de competi¢do entre os drenos e a forca da fonte parece ndo ter
nenhum efeito direto no particionamento de matéria seca. Porém, num longo
periodo, o particionamento de matéria seca pode mudar, devido & mudanga no

numero de drenos (Marcelis, 1996).



2.3 Produtividade vegetal e particionamento de carbono

Com relagiio a grande competitividade ¢ a necessidade de se obter maior
produtividade de grios e vigor vegetativo, o desenvolvimento de cultivares com
essas caracteristicas tem sido o principal objetivo de todo programa de
melhoramento vegetal. Procurando cultivares com produtividades cada vez
maiores, além das técnicas basicas, geralmente usadas como espagamento,
tolerancia a estresses biodticos e abioticos e outras manipulagdes fitotécnicas, que
nem sempre apresentam resultados satisfatorios, uma possibilidade viavel, para
se obter cultivares de café com alta produtividade, ¢ o estudo na relagdo fonte-
dreno.

O tamanho potencial do fruto, como o nimero de células e disposi¢do na
planta, € determinado, principalmente, por fatores genéticos, e o tamanho do
fruto ¢ determinado por fatores ambientais e fisiologicos, que envolvem a
expansio das células.

Geralmente, a taxa de expansio do fruto é proporcional ao fornecimento
de assimilados (Ehret & Ho, 1986). Por exemplo, o acimulo de agucares em
células de armazenamento do fruto de tomate € crucial para seu tamanho e sabor
(Ho, 1996), visto que, aproximadamente, metade da matéria seca é hexose (Ho,
1988).

Ho (1996) observou que o transporte e o metabolismo da sacarose
podem afetar o acimulo de biomassa seca e a qualidade no fruto de tomate.
Plantas de tomate com diferentes habitos de crescimento e frutificagio
acumulam quantidades semelhantes de matéria seca por planta, porém o
particionamento de biomassa seca ¢ afetado. O mesmo autor, estudando
diferentes cultivares de tomate, observou que cultivares que apresentavam maior
nimero de frutos por planta, possuiam frutos de tamanhos menores, enquanto
cultivares que apresentavam menor numero de frutos, possuiam frutos de

tamanho maior. O pequeno tamanho do fruto pode ser a principal causa do baixo



particionamento do fruto e aumentar o tamanho do fruto parece ser o caminho
mais eficiente para aumentar a produgio de tomate.

A forca da fonte de forma isolada parece ndo ter efeito direto no
particionamento de carbono (Marcelis, 1996). Foi relatado por Marcelis (1993),
em plantas de pepino um efeito indireto dessa forga, por um aumento no niimero
de frutos na planta, ao invés do efeito direto no particionamento de matéria seca.
Porém, num longo periodo (semanas), o particionamento de carbono pode mudar
devido a mudangas no nimero de drenos (Marcelis, 1996). Mas esse mecanismo
foi interpretado por Farrar (1992) por desempenhar um controle grosseiro no

particionamento de carbono.

2.4 Enzimas envolvidas no metabolismo do carbono em tecidos-dreno

A sacarose desempenha papel principal no crescimento e
desenvolvimento de plantas superiores. Disponibilidade de metabolitos para a
sintese de sacarose e demanda por produtos de sua degradagdo sdo fatores
impoftantes a varios processos metabolicos, sendo que algumas enzimas estdo
envolvidas no metabolismo da sacarose, enzimas biossintéticas e degradativas.

Considerando que a sacarose ndo é um substrato direto para a maioria
dos pfocessos envolvidos no crescimento, desenvolvimento e armazenamento
nos drenos, conversdes de sacarose para hexoses sdo freqiientemente o ponto de
partida para o metabolismo do dreno (Sung et al., 1988, Sung Sung et al., 1990).
Durante o desenvolvimento dos frutos, esses acumulam carboidratos na forma
de amido, sacarose e hexose (Hubbard et al., 1991).

A biossintese da sacarose é catalisada pelas enzimas: sintase da sacarose
fosfato (SPS), que é uma enzima caracteristica de folha e fosfatase da sacarose
fosfato (SPPase), desempenhando importante fungdo no metabolismo da

sacarose em frutos de muitas espécies (Hubbard et al., 1991).



Em frutos de tomate, Miron & Schaffer (1991) mostraram que o
aumento da atividade da SPS esté associado com o acimulo de agticares durante
o amadurecimento. Hubbard et al. (1991), também observaram aumento da
atividade da SPS em frutos de péssego, morango, manga e kiwi durante o
periodo de acimulo de agucares.

A degradagdo da sacarose pode ser catalisada por duas diferentes classes
de enzimas. As invertases catalisam a hidrélise irreversivel da sacarose em
glicose e frutose. Em contraste, uma clivagem reversivel da sacarose ¢ catalisada
pela sintase da sacarose em UDPglicose e frutose (Winter & Huber, 2000).

Sung et al. (1988), sugerem que esses dois caminhos para a degradagdo
da sacarose tenham fungdes diferentes durante o desenvolvimento da planta e
sdo modulados como resposta a mudangas ambientais. A atuagdo de cada enzima
¢ dependente de diferentes processos biossintéticos e de armazenamento.
Dochelert (1990) verificou que diferentes partes do nucleo de milho em
desenvolvimento diferem na composigdo de enzimas e no acumulo de prddutos
de armazenamento. A rota presente de conversdo de sacarose pode depender de
processos que ocorrem no dreno naquele momento. (Hubbard et al.,, 1991)
sugerem que a sacarose para ser utilizada na biossintese de dleo seja degradada
pela invertase e quando utilizada para bissintese de amido é metabilizada pela
sintase da sacarose. Por exemplo, em niicleos de milho em desenvolvimento, a
invertase no embrido € responsavel pelo fornecimento de carbono a sintese de
oleo (Dochrlet, 1990), enquanto a sintase da sacarose fornece carbono para
sintese de amido (Déjardin et al., 1997) e da parede celular (Chourey et al.,
1998; Nakai et al., 1999).

A sintase da sacarose é uma enzima da qual sdo conhecidas duas
isoformas: uma livre no citosol e outra associada 4 plasmalema (Barrat et al.,
2001) e sua principal fungdo parece ser a de clivar a sacarose para sintese de

amido (Déjardin et al., 1997) e da parede celular (Chourey et al., 1998; Nakai et

-
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al., 1999) pelo simples fato de que um dos produtos de sua hidrolise, ¢ UDPG,
precursor para sintese desses dois compostos. Em endosperma de cereal e
tubérculos de batata, hexoses resultantes da hidrolise da sacarose, pela sintase da
sacarose, fornecem substrato para a sintese de amido nesses oOrgdos de
armazenamento (Chourey & Nelson 1976; Claussen et al.,1985; Dale & Housley
1986; Sung et al., 1989a ; Sun et al., 1992; Wang et al., 1994) e substrato para
sintese de celulose e calose (Winter & Huber, 2000). A forma citosélica pode
fornecer produtos para o metabolismo geral, enquanto a forma associada a
plasmalema pode fornecer UDPG, diretamente para a sintese de celulose (Amor
et al., 1995). Entretanto, o mecanismo que separa a atividade diferencial da
sintase da sacarose entre o citosol e a plasmalema é desconhecido (Barrat et al.,
2001).

Em muitos tecidos dreno de crescimento e armazenamento ativo, a
atividade da sintase da sacarose é bastante alta (Ross & Daves, 1992) e foi
proposto por Sun et al. (1992) e Sung et al. (1989b), que a atividade da sintase
da sacarose pode servir como um indicador bioquimico de crescimento ativo do
dreno. Esta sugestio é vilida, pois a atividade da sintase da sacarose &
géralmente baixa, em tecidos fonte fotossintéticos e alto, em tecidos dreno de
crescimento (ap Ress, 1984).

Durante o desenvolvimento de tubérculos de batata (Pressey, 1969)
observou-se que a atividade da sintase da sacarose € alta, em tubérculos em
crescimento, mas diminui, durante e apds a colheita e concluiu-se que esta
enzima esta associada ao desenvolvimento de tubérculos de batata.

Trés isoformas de invertases sdo conhecidas: as invertases 4cidas
soluveis localizadas no vactolo, invertase icida insolivel extracelular associada
4 parede celular e as neutras ou alcalinas localizadas no citosol de células

vegetais (Quick, 1996).



Acredita-se que a invertase 4cida da parede celular desempenha
importante papel na assimilagio de sacarose fora dos tecidos dreno, no
apoplasto, estabelecendo um gradiente de concentragdo de sacarose da fonte
para o dreno (Escherich, 1980).

A invertase neutra ou alcalina é considerada enzima de "manutengio"”
envolvida na degradagiio da sacarose, quando a atividade da invertase cida e
sintase da sacarose sdo baixas (Winter & Huber, 2000), normalmente em tecidos
cuja taxa metabélica ¢ inferior, quando comparado & tecidos meristematicos, por
exemplo.

Sung et al. (1994) verificaram que durante o inicio do desenvolvimento
da vagem de feijio (9DPA), a atividade da invertase acida estd associada a
conversio de sacarose importada para o alongamento e acimulo de materiais de
reserva e estrutural que diminui gradualmente com o acimulo de peso seco,
tornando a sintase da sacarose a enzima predominante. O mesmo foi observado
durante o desenvolvimento de folhas de feijdo, a atividade da invertase 5cida
aumenta durante a fase de expansio rapida e diminui, quando as folhas alcangam
seu tamanho final (Morris & Arthur, 1994; Pate et al., 1985). E, ao contrario, em
sementes de feijao em crescimento, acumulando biomassa seca, a atividade da
invertase 4cida ndo foi predominante, pois a semente estava acumulando amido

e a sintase da sacarose foi a enzima predominante.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizados frutos de cafeeiro da cultivar Catuai Vermelho IAC
99, com aproximadamente 5 anos, cultivados em latossolo vermelho amarelo
(Lva), localizado no municipio de Lavras. Os frutos foram coletados em cinco
diferentes estadios de desenvolvimento denominados chumbinho, verde, verde
granado, cana e cereja (Figura 1). Apds a coleta, os frutos foram imediatamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -86°C até o uso. No estadio
chumbinho os frutos foram separados em pericarpo (endocarpo + mesocarpo +
exocarpo) e semente (pelicula prateada + perisperma + embrido) e nos demais
estadios, os frutos foram divididos em (mesocarpo + exocarpo) e semente
(pelicula prateada, endosperma e embrido) no momento da utilizagio. Nesses
estadios, o pergaminho ja desenvolvido (endocarpo) era retirado da semente e
descartado.

Nas figuras, os termos casca e semente identificam as partes nas quais os
frutos foram divididos.

O delineamento usado foi o inteiramente casualizado (DIC), exceto para
contetido de biomassa fresca e seca e porcentagem de biomassa seca, quando
utilizadas as médias de 10 repeti¢cdes (10 frutos por estadio); para as demais
analises foram utilizadas 3 repetigdes por estadio. O teste de média utilizado foi
o de Tukey a 5%.

A obtengdo de biomassa fresca foi obtida pela média da pesagem de 10
frutos por estadio e o mesmo processo foi utilizado para biomassa seca, apds

material vegetal fresco ser mantido em estufa por 72 horas a 60°C.
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FIGURA 1: Esquema dos estadios de floragio e da frutificagdo do cafeeiro
(Adaptado de Cannnell, 1983).

3.2 Extragdo para quantificacio de aclcares soliiveis totais, redutores
sacarose, e determinagiio da atividade invertasica

Foi moido, em nitrogénio liquido, 1g de material vegetal, seguido da
adigdo de 4 mL de tampao fosfato a 0,1 mol/L pH 7,0, acrescido com 2% (p/v)
de acido ascorbico (Mazzafera & Robinson, 2000). Apés a homogeneizagio, o
extrato foi centrifugado a 20.000g, durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante
coletado foi dividido em duas partes, em uma delas foi adicionado 40% (v/v) de
glicerol e armazenada a -86°C, para posteriores ensaios enzimaticos e a outra
apenas armazenada a -86°C, para posteriores anélises de agucares soliveis totais,
redutores e sacarose. O precipitado resultante da centrifugagdo anterior foi
ressuspenso em 4 mL de tampdo citrato + NaCl 0,2 mol/L pH 5,0 e mantido a
4°C, por 24 h, sendo, em seguida, centrifugado a 20.000g, durante 20 minutos a
4°C. No sobrenadante coletado foram adicionados 40% (v/v) de glicerol e
armazenado a -86°C, para posteriores ensaios enzimaticos da invertase acida da

parede celular (Lowell et al., 1989).
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3.3 Extracio para determinacio da atividade da sintase da sacarose e
quantificacio de amido

Foi moido em nitrogénio liquido, 1g de material vegetal, seguido da
adi¢do de 4 mL de tampdo de extragdo HEPES - NaOH 50 mmol/L pH 7,0,
2mmol/L de MgCl,, 2mmol/L. de DTT e Immol/L de EDTA (Déjardim et al.,
1997), acrescido com 2% (p/v) de acido ascorbico (Mazzafera & Robinson,
2000). Ap6és homogeneizagdo, o extrato foi centrifugado a 20.000g, por 20
minutos, a 4°C e, no sobrenadante coletado foi adicionado 40% (v/v) de glicerol
e armazenado a -86°C para posterior ensaios enzimaticos. O precipitado
resultante da centrifugagdo anterior foi lavado 3 vezes com tampio fosfato a 0,1
mol/L pH 7,0, acrescido com 2% (p/v) de éacido ascorbico e centrifugado a
20.000g, durante 10 minutos a 4°C. Apés 10 minutos em banho de gelo, o
precipitado foi ressuspenso em 10 mL de 4acido perclérico 32% (v/v)
centrifugado a 20.000g, durante 20 minutos a 4°C. Este passo foi repetido mais
uma vez e os dois sobrenadantes foram unidos e diluidos para um volume final
de 125 mL com Aagua destilada e armazenados a -86°C para posterior

quantificagdo de amido.

3.4 Quantificagfo de agicares redutores

Os agucares redutores foram quantificados pelo método de Miller

(1959).
3.5 Quantificaciio de aguicares soluveis totais

Os agucares soluveis totais foram quantificados pelo método de Yemm

& Coccking (1954).
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3.6 Quantificagdo de amido
O amido foi quantificado pela determinagio dos aguicares redutores pelo

método de Miller (1959) e multiplicados por um fator de corregao de 0.9.

3.7 Quantifica¢io de sacarose

Foram utilizados 800 pL do extrato e 800 pL de KOH 30% (p/v) e
levados ao banho-maria a 37°C, por 15 minutos (VanHandel, 1968). A sacarose
foi quantificada pela determinagdo de aglcares soluveis totais pelo método de

Yemm & Coccking (1954).

3.8 Meio de reacio e quantifica¢iio das invertases

Para o ensaio da invertase neutra foram utilizados 50 uL do extrato, 950
pL de tampéo fosfato 0,1 mol/L pH 7,0, contendo 210 mmol/L de sacarose. As
amostras foram incubadas por 1 hora a 37°C. A reagdo foi paralisada pela
transferéncia dos microtubos para nitrogénio liquido e estes foram mantidos a -
86°C até o momento da utilizagio. Para os ensaios das invertases acidas (soltivel
e da parede celular) foram usadas as mesmas condigbes anteriores, exceto o
tampao, substituido por citrato 0,1 mol/L pH 4,5. As atividades das invertases

foram determinadas pela dosagem dos agticares redutores (Miller, 1959).

3.9 Meio de reacio e quantificacio da sintase da sacarose

A atividade da enzima foi avaliada no sentido de degradagéo da sacarose
e a reagdo catalisada pela sintase da sacarose consistia de 64 pmoles de tampao
MES pH 6,0, 125 pmol de sacarose, 0,5 pmol de uridina difosfato (UDP), 403
ML do tampdo de extragdo e 200 puL do extrato enzimatico, num volume total de
1000 puL. A reagdo foi iniciada com adigdo do extrato protéico. Os microtubos
foram transferidos para o banho-maria a 37°C, por 1 hora e a reagdo foi

paralisada pela transferéncia dos microtubos para nitrogénio liquido e estes
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foram mantidos a -86°C, até o momento da utilizagdo para dosagem dos

agticares redutores (Miller, 1959).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Actimulo de biomassa fresca e seca durante o desenvolvimento do fruto
de café

Na Figura 2 sdo apresentados os resultados do acimulo de biomassa
seca e fresca (2A) e porcentagem de matéria seca (2B) em frutos de café em
diferentes estadios de desenvolvimento.

O crescimento do fruto de café é dividido em cinco fases: (1) periodo
sem crescimento visivel; (2) fase de expansdo rapida, ao fim do qual o
endocarpo endurece; (3) formagdo do endosperma, que ocorre durante o final da
fase de expansdo (endosperma leitoso); (4) endurecimento do endosperma que
continua até antes da maturagdo (granagdo), (5) maturagdo do fruto (Rena &
Maestri, 1985).
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FIGURA 2: Conteido de biomassa fresca e seca (A) e porcentagem de
biomassa seca (B), em frutos de café, em diferentes estaddios do

desenvolvimento (UFLA, 2002). (Média de 10 repeti¢Ses. As médias
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foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%).
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Os frutos de café tiveram um rapido aumento de biomassa fresca, entre
as fases chumbinho e verde, quando ocorre o endurecimento do endocarpo
(pergaminho).

A biomassa fresca do fruto aumentou até o estadio cana e a partir dai
houve uma tendéncia a perder peso fresco (Figura 2A), embora ndo tenha havido
diferengas significativas para as 3 ultimas fases do desenvolvimento dos frutos
estudados. Entretanto, com relagdo a porcentagem de biomassa seca acumulada
em frutos de cafeeiro (Figura 2B), houve uma redugéo significativa entre os
estadios chumbinho e verde, pois nesse periodo, o fruto tende a acumular maior
teor de agua requerido pelos processos metabélicos que estdo ocorrendo, como
por exemplo, o rapido crescimento por meio da expansédo das células, tornando a
concentragdo de solutos, como os aglcares, mais diluida. Do estadio verde até o
verde granado foi observado um aumento significativo, pois é nesta fase que esta
sendo formado o endosperma, seguido de uma tendéncia a estabilizagdo nos
estadios subseqiientes do desenvolvimento do fruto. Isso se deve ao fato do fruto
ja estar no final da fase de expansdo, mas ainda pode resultar em aumento do
tamanho do fruto e pode ser afetada pelo fornecimento de assimilados da fonte
para o dreno, temperatura e, principalmente, teor de agua na planta (Ho, 1996).
Além disso, a taxa de acimulo de biomassa seca pode ser usada como uma
medida da forga do dreno (Ho et al, 1979). Nesta fase, tem inicio o processo de
acimulo de substincias no endosperma dos frutos, o que contribui para o
aumento de biomassa seca, como observado na Figura 2B. Na préxima fase do
desenvolvimento do fruto, a de maturagio, este atingird seu maximo tamanho,
sendo esta fase caracterizada pela desidratagdo do fruto (Figura 2B), embora nio

tenha havido diferengas significativas nos ltimos estadios.
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4.2 Concentragio de carboidratos soliveis totais, redutores e amido

Na Figura 3 sdo apresentados os resultados das concentragdes de
agucares (AST) (3A) e agucares redutores (AR) (3B), na casca e semente de
frutos de café, nos diferentes estadios do desenvolvimento. As concentragdes de
AST na casca e na semente de frutos de café apresentaram um padrdo de
acumulo semelhante, sendo os maiores valores, encontrados nos dois ltimos
estadios (cana e cereja). No caso especifico dos AST, os maiores teores foram
encontrados nas sementes, quando comparados a casca, exceto para o estadio
chumbinho, que apresentou comportamento oposto. Quanto aos AR, a
concentragdo na casca e na semente nio apresentaram um padrao de acimulo
semelhante.Os maiores acimulos foram na casca nos estadios cana e cereja.

Ho et al. (1987) obtiveram resultados semelhantes, quando estudaram o
acumulo de agucares, em células de armazenamento, em frutos de tomates e
verificaram que esse acimulo é crucial para seu tamanho final, pois em tomates
maduros, por exemplo, 65% da matéria seca sdo hexoses (principalmente,
glicose e frutose) acumuladas no vaciolo dessas células.

Esta claro que os agicares soliveis ndo apenas s@o utilizados como uma
fonte de carboidratos, no metabolismo anabélico ou catabdlico, mas também
atuam como moléculas sinalizadoras. Muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento da planta parecem estarem submetidos a regulagdo metabélica

pelos agticares (Weber & Roitsch, 2000).
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FIGURA 3: Concentragiio de agucares solliveis totais (A) e agticares redutores
(B), na casca e na semente de frutos de café em diferentes estadios do
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maitisculas comparam valores obtidos para a semente. As médias

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%).
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Tanto na casca quanto na semente de café, o padrdo de aciimulo de
sacarose apresentou um modelo semelhante para os dois tecidos (Figura 4),
sendo esse padrio iniciado com valores proximos a 100 umol/g MS, no estadio

chumbinho, atingindo o midximo nos estidios cana, na casca e cereja, na

semente.
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FIGURA 4: Concentragdo de sacarose na casca e na semente de frutos de café,
em diferentes estadios do desenvolvimento (UFLA, 2002). (Média de
3 repetigdes. Letras minusculas comparam valores obtidos para a
casca e letras maiisculas comparam valores obtidos para a semente.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%)

As maiores taxas de incrementio no contetdo de sacarose, no fruto de
café (casca e semente), foram observados entre os estadios verde e verde
granado e verde granado e cana, o que corresponde, também, ao periodo de
maior acimulo de biomassa seca (Figura 2B). Na semente, foi observado um
aumento no contetido de sacarose do estadio chumbinho até o cereja, porém com

taxas inferiores as observadas anteriormente. Resultados semelhantes foram



encontrados por Sung et al. (1994), em vagens de feijdo, onde o conteudo de
sacarose era baixo nos locais de divisdo celular, enquanto que Weschke et al.
(2000) relacionaram altos niveis de sacarose, como sendo o gatilho para a rota
de armazenamento.

Para a casca, no estadio cereja, o conteudo de sacarose permaneceu
praticamente inalterado em relagio ao estadio de maturagdo anterior.

Hajirezaei et al (2000) relataram que a sacarose esta completamente
disponivel, no espago apoplastico, no desenvolvimento de tubérculos de batata.
Entretanto, a hidrolise da sacarose no apoplasto nio afeta a glicolise e ndo
conduz ao actimulo de hexose-fosfato.

Em contraste ao observado para a concentragdo de sacarose, o teor de
amido em frutos de café, em diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 5)
apresentou um comportamento inverso, iniciando com altos niveis no estadio
chumbinho e reduzindo, gradualmente, até o estadio verde granado, sendo que, a
partir desse estadio, os teores observados permaneceram estatisticamente

inalterados.
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Resultados semelhantes ao decréscimo no teor de amido foram obtidos
por Terra et al. (1983) em bananas. O teor de amido decresceu lentamente, apés
0 pico respiratério e depois disso, esse decréscimo ocorreu rapidamente,
inversamente aos resultados encontrados para a sacarose.

Os mesmos autores concluiram que a transformagdo do amido para
sacarose poderia ser um caminho para a degradagdo de polissacarideos, durante
o amadurecimento de banana, pois 2 medida que aumentava a degradagio do
amido, aumentava também, o contetido de sacarose e aglicares soliveis, Os
agtcares observados e mudangas nas atividades das enzimas indicaram que a
transformagdo do amido para sacarose pode ser um mecanismo importante para
o decréscimo do amido durante o amadurecimento de bananas.

Pelos resultados obtidos neste trabalho ficou claro que também existe
uma correlagdo negativa entre a sintese de amido e contetido de sacarose e

actcares soliiveis.
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No inicio do desenvolvimento do fruto de café, como ja foi citado
anteriormente, o teor de amido foi elevado, enquanto o de sacarose e a
concentragdo de agucares soluveis foram baixos. Isto indica que a sacarose
importada pelo fruto é degradada, possivelmente, pela sintase da sacarose, que
serd discutida posteriormente, fornecendo substrato para sintese de amido nas
fases iniciais do desenvolvimento do fruto (estidio chumbinho) e ndo o
contrrio, como ocorreu em banana, possivelmente, porque os frutos de banana
estavam na fase de maturagio, enquanto os frutos de café estavam ainda na fase
de desenvolvimento. Entretanto, com o desenvolvimento do fruto, o conteudo de
amido € reduzido, possivelmente, porque a sacarose que continua chegando esta
sendo direcionada para outras rotas metabolicas (sintese de proteinas de reserva,
ou lipideos, por exemplo). Resultados semelhantes foram encontrados por

Doehlert (1990), em endosperma de milho.

4.3 Atividade invertdsica em frutos de café

As atividades das diferentes isoformas da invertase foram determinadas
na casca € na semente de frutos de café, em diferentes estddios do
desenvolvimento.

Na casca de frutos de café (Figura 6) observa-se que a maior atividade
da invertase neutra do citosol (INC) foi obtida no estadio cana-cereja e a menor
atividade foi observada em frutos no estddio cana, sendo que nos demais
estadios, os valores obtidos foram praticamente iguais. Por outro lado, na
semente, a maior atividade foi obtida nos ensaios, com frutos no estadio
chumbinho, enquanto nos demais estadios, as atividades foram estatisticamente

iguais.
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FIGURA 6: Atividade da invertase neutra do citosol, na casca e na semente de
frutos de café, em diferentes estidios do desenvolvimento (UFLA,
2002). (Média de 3 repeti¢cdes. Letras mintsculas comparam valores
obtidos para a casca e letras mailsculas comparam valores obtidos

para a semente. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a

5%).

As hexoses produzidas ap0s a hidrolise da sacarose pela INC, em tecidos
maduros de internddios de cana de aglcar sdo utilizadas para as necessidades
metabdlicas da célula, permitindo o acimulo de sacarose no vactiolo (Glasziou
& Gayler, 1972).

Segundo Winter & Huber (2000), as INC sdo consideradas enzimas de
manutengdo, envolvidas na degradagdo da sacarose, quando a atividade da

invertase dcida e da sintase da sacarose sdo baixas.

Andlises bioquimicas de tubérculos de batatas, expressando a INC,
revelaram que a sacarose hidrolisada via invertase ¢ usada, preferencialmente,

mais na glicolise do que na sintese de amido.
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Nas cascas de frutos de café (Figura 7), a maior atividade obtida da
invertase 4cida do vactiolo (IAV) foi no inicio do desenvolvimento do fruto, no
estadio chumbinho e nos estidios cana e cana-cereja, enquanto quc, na semente,
a maior atividade foi obtida apenas no primeiro estidio de desenvolvimento,
enquanto nos demais estadios as atividades foram estatisticamente iguais.

Durante o estadio chumbinho, enquanto a atividade da invertase acida
vacuolar, na semente, era maior que as demais, o material de reserva que estava
sendo acumulado era o amido e, quando esta isoforma passa a ndo mais

predominar, diminui o acimulo de amido e aumenta o de sacarose.
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FIGURA 7: Atividade da invertase 4cida do vactiolo na casca e na semente de
frutos de café, em diferentes estidios do desenvolvimento (UFLA,
2002). (Média de 3 repeti¢Ses. Letras mintsculas comparam valores
obtidos para a casca e letras maitusculas comparam valores obtidos

para a semente. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5%).
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Os estudos realizados por meio da genética molecular, tém confirmado a
importéincia da IAV na regulagio da composigao de agucares, em tecidos fonte e
dreno (Winter & Huber, 2000).

Huber & Huber (1992) verificaram que algumas espécies acumulam
sacarose como produto final da fotossintese, enquanto outras acumulam amido.
Essas contém invertases 4cidas, atuando nos vacuolos que, provavelmente,
evitam o acimulo de sacarose. Huber (1989), também verificou que em tomates,
quando as atividades das invertases acidas vacuolares eram altas, ndo havia
acimulo de sacarose. Zhu et al. (1997) observou uma correlagdo inversa entre o
acumulo de carboidratos soliiveis, em internddios de cana de agucar e atividade
da invertase vacuolar.

Pode-se associar altos valores para atividade da invertase acida as
regides de intensa divisdo e alongamento celular e maior demanda de hexoses,
nos processos biossintéticos das regides meristematicas durante a fase de
crescimento (Glasziou & Gayler, 1972; Huber, 1992).

Estudos realizados por Kock et al. (1992) com a invertase vacuolar em
milho, mostraram que as invertases estdo unicamente posicionadas para fornecer
hexoses para expansio da célula, durante o desenvolvimento do grao e durante a
polinizagio. Todavia, ndo parece ser esta a fungdo da IAV, no caso especifico de
frutos de café, ja que a maior atividade para essa isoenzima foi obtida num
estadio que precede o da expansio celular. E interessante notar que a atividade
da IAV pode regular a entrada de dgua na célula, condicdo necessaria para que
ocorra a expansdo celular, uma vez que ela pode dobrar a concentragdo de
solutos osmoticamente ativos, ao produzir duas moléculas de hexose a partir de
uma molécula de sacarose, sem alterar a quantidade de biomassa seca do fruto.

Além disso, as concentragdes de agucares soluveis totais e redutores

(Figura 3) foram inferiores nos dois primeiros estadios do desenvolvimento da
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semente de café, possivelmente, pela diluigio dos mesmos em tecidos altamente

hidratados.
A invertase dcida da parede celular (IAPC) (Figura 8) apresentou maior

atividade na casca no estadio cana, enquanto que na semente foram nos estadios

chumbinho, verde e cana-cereja.
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FIGURA 8: Atividade da invertase acida da parede celular na casca e na
semente de frutos de café, em diferentes estadios do desenvd]vimento
(UFLA, 2002). (Média de 3 repetigdes. Letras mintisculas comparém
valores obtidos para a casca e letras maiusculas comparam valores
obtidos para a semente. As médias foram comparadas pelo teste de

Tukey a 5%).

As invertases da parede celular ou apoplasticas desempenham um
importante papel no descarregamento do floema, mantendo um gradiente de
concentragdo da fonte para o dreno (Winter & Huber, 2000).

A JAPC esta relacionada ao mecanismo de translocac¢do de sacarose do
apoplasto para o simplasto (Glasziou & Gayler, 1972), ou seja, regula a entrada

de hexoses para o interior da célula. Esses resultados sdo semelhantes aos
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encontrados em frutos de tomate por Ho (1996), onde a atividade da IAPC nio
apresentou um padrdo durante o actimulo de biomassa seco ou tamanho do fruto.
Sendo assim, ¢ improvavel que a atividade da IAPC seja o fator limitante para a
regulagio de importacdo de assimilado.

Na casca de frutos de café, a atividade total (Figura 9) ndo apresentou
um padriio, em relagdo ao desenvolvimento do fruto, ao contrario do que ocorreu
na semente, apresentando atividades decrescentes do estadio chumbinho até o

verde e mantendo-se constante até o Giltimo estadio.
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FIGURA 9: Atividade invertasica total na casca e na semente de frutos de caf€,
em diferentes estadios do desenvolvimento (UFLA, 2002). (Média de
3 repetigdes. Letras mindsculas comparam valores obtidos para a
casca e letras mailisculas comparam valores obtidos para a semente.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%).

Resultados semelhantes foram obtidos por Hajirezaei et al. (2000) em
tubérculos de batata, onde a atividade da invertase foi alta nos estddios iniciais

seguida de um declinio durante a maturagdo.
Weber & Roitsch (2000) apds estudarem as trés isoenzimas invertasicas

(extracelular, vacuolar e neutra) em cenoura, revelaram que essas enzimas
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semente de café, possivelmente, pela diluigdo dos mesmos em tecidos altamente
hidratados.

A invertase dcida da parede celular (IAPC) (Figura 8) apresentou maior
atividade na casca no estadio cana, enquanto que na semente foram nos estadios

chumbinho, verde e cana-cereja.
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FIGURA 8: Atividade da invertase 4cida da parede celular na casca e na
semente de frutos de café, em diferentes estadios do desenvolvimento
(UFLA, 2002). (Média de 3 repeti¢Ges. Letras mintisculas comparém
valores obtidos para a casca e letras maitsculas comparam valores
obtidos para a semente. As médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5%).

As invertases da parede celular ou apoplasticas desempenham um
importante papel no descarregamento do floema, mantendo um gradiente de
concentragdo da fonte para o dreno (Winter & Huber, 2000).

A TAPC esta relacionada ao mecanismo de translocagdo de sacarose do
apoplasto para o simplasto (Glasziou & Gayler, 1972), ou seja, regula a entrada

de hexoses para o interior da célula. Esses resultados sdo semelhantes aos
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encontrados em frutos de tomate por Ho (1996), onde a atividade da IAPC nao
apresentou um padrdo durante o acimulo de biomassa seco ou tamanho do fruto.
Sendo assim, ¢ improvavel que a atividade da IAPC seja o fator limitante para a
regulacdo de importagdo de assimilado.

Na casca de frutos de café, a atividade total (Figura 9) ndo apresentou
um padrio, em rela¢do ao desenvolvimento do fruto, ao contrério do que ocorreu
na semente, apresentando atividades decrescentes do estadio chumbinho até o

verde e mantendo-se constante até o ultimo estadio.
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FIGURA 9: Atividade invertisica total na casca e na semente de frutos de café,
em diferentes estadios do desenvolvimento (UFLA, 2002). (Média de
3 repetigdes. Letras mintsculas comparam valores obtidos para a
casca e letras maiisculas comparam valores obtidos para a semente.

As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%).

Resultados semelhantes foram obtidos por Hajirezaei et al. (2000) em
tubérculos de batata, onde a atividade da invertase foi alta nos estadios iniciais
seguida de um declinio durante a maturagdo.

Weber & Roitsch (2000) apds estudarem as trés isoenzimas invertasicas

(extracelular, vacuolar e neutra) em cenoura, revelaram que essas enzimas
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desempenham papel crucial no particionamento de sacarose, no inicio do
desenvolvimento da planta. Pelo fato das invertases produzirem dois agucares,
essas enzimas possuem uma importante fungdo na regulagdo da expressdo

génica, produzindo sinais e influenciando uma série de processos.

4.4 Atividade da sintase da sacarose em frutos de café

As atividades da sintase da sacarose na casca e na semente de frutos de
café¢ sdo apresentadas na Figura 10

A atividade da sintase da sacarose na casca foi praticamente constante,
durante o desenvolvimento do fruto, enquanto que na semente, 0 comportamento
dessa enzima foi decrescente, do estadio chumbinho até o cana, permanecendo

inalterado até o ultimo estadio.

1200 T_ —— e
O casca

B semente

Atividade da Sintase da Sacarose (umol
glicose/gMS/h)

a
chumbinho verde verde cana cereja
granado

Estadios do desenvolvimento do fruto

FIGURA 10: Atividade da sintase da sacarose na casca e na semente de frutos
de café, em diferentes estadios do desenvolvimento (UFLA,
2002). (Média de 3 repetigdes. Letras minusculas comparam
valores obtidos para a casca e letras maiusculas comparam valores
obtidos para a semente. As médias foram comparadas pelo teste

de Tukey a 5%).
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Esses rcsultados confirmam os obtidos por Dali et al. (1992), que
relataram que as maiores atividades da sintase da sacarose foram em frutos
jovens, quando esta ativo o crescimento no tecido. O mesmo autor afirma que a
sintase da sacarose pode ser um indicador do estidio de desenvolvimento do
fruto de tomate, ao invés de indicador da taxa de descarregamento do dreno. A
atividade da sintase da sacarose, aumenta apds a antese e declina em niveis ndo
detectaveis, no final do processo de maturagdo do fruto (Demnitz-Kinh, 1993).
Esse padrao foi semelhante ao das invertases totais na semente, porém a sintase
da sacarose apresentou atividades aproximadamente 10 vezes maiores. Estudos
fisiologicos e andlises cinéticas sugerem que “in vivo” a sintase da sacarose
desempenha papel principal na clivagem da sacarose em tecidos dreno (Sturn &
Tang, 1999). )

O comportamento da sintase da sacarose na semente de café foi paralelo
ao acimulo de amido (Figurall), como observado por Robinson et al. (1988)

em frutos de tomate e por Doehlert (1990) em milho.
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FIGURA 11: Correlagdo entre a atividade da sintase da sacarose € o teor de
amido em sementes de frutos de café, em diferentes estadios do

desenvolvimento.

Uma das principais fungdes da sintase da sacarose € direcionar a
sacarose para sintese de amido em griaos de armazenamento (Chourey & Nelson,
1976; Claussen et al., 1985; Doehlert, 1990). Nesse processo, a UDP-glicose
produzida é convertida em glicose-1-fosfato pela UDP-glicose pirofosforilase,
para produgdo de ADP-glicose, substrato para sintese de amido. Também foi
observado por Zrenner et al. (1995) que a redugdo da atividade da sintase da
sacarose resultou num forte decréscimo no acimulo de amido em tubérculos de
batatas de plantas transgénicas. Em sementes de feijdo, foi observado um pico na
atividade da sintase da sacarose, quando esta comega a acumular amido,
fornecendo substrato para esta sintese (Sung et al., 1994).

A sintase da sacarose parece ser uma das enzimas chave, na conversdo
de sacarose em amido, como ocorreu nos frutos de café estudados. Quando a
atividade da sintase da sacarose era alta, o teor de amido era elevado e o de
sacarose era baixo. Possivelmente, grande parte da sacarose importada pelo fruto

era hidrolisada pela sintase da sacarose, fornecendo substrato para sintese de
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era hidrolisada pela sintase da sacarose, fornecendo substrato para sintese de
amido e 4 medida que diminuia a atividade da sintase da sacarose, diminuia,
também, o contelido de amido e aumentava a concentracdao de sacarose na
semente. A sacarose para ser utilizada para sintese de amido deve ser hidrolisada
pela sintase da sacarose, pois requer PPi para a pirofosforilagdo da UDP-glicose,
ao contraria da invertase.

Essa enzima, também, esta envolvida no processo de disponibilizagdo de
carboidratos para a via glicolitica durante condigdes anaerébicas (Springer et al,
1986) e de UDP-glicose para a sintese da parede celular em orgdos dreno
(Martin et al., 1993).

Evidéncias bioquimicas e genéticas sugerem que a atividade da sintase
da sacarose € possivelmente correlacionada a forga do dreno, principalmente, em
regides meristeméticas (Hajirezaei et al., 2000).

Pelos resultados obtidos e apesar do comportamento semelhante da
invertase total e da sintase da sacarose é possivel sugerir que a sacarose
transportada para as sementes de café seja descarregada, principalmente, pelo
simplasto e hidrolisada pela sintase da sacarose, localizada no citosol da célula,
podendo também ocorrer o descarregamento apopléstico, apesar de nio parecer
ser a principal forma de descarregamento.

Em tubérculos de batata e frutos de tomate, o descarregamento também
ocorre simplasticamente (Oparka, 1986; Oparka & Prior, 1988; Miron &
Schaffer, 1991).
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5 CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento do fruto de café, o descarregamento
preferencial do floema ocorre pela rota simplastica, mediada pela sintase da
sacarose no interior da célula.

A sintase da sacarose est4 envolvida principalmente na sintese de amido,
pela degradagdo da sacarose importada pelo fruto, decrescendo, significamente,
do estadio chumbinho até o cereja.

A enzima sintase da sacarose ¢ um fator limitante na assimilagio de

sacarose pelo fruto.
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