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RESUMO

GARDIN, Jodo Peterson Pereira. Desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro:
anatomia de vasos do xilema e dindmica de carboidratos. 2006. 104p. Tese
Doutorado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*.

O cafeeiro ¢ uma espécie de grande importancia econdmica para o Brasil ¢ a
constante melhoria das condi¢des de cultivo e dos conhecimentos sobre esta
cultura ndo dispensa estudos. Muitos aspectos anatdémicos do xilema de ramos e
frutos e metabolicos relacionados ao desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro
ainda sdo pouco estudados. Em hipotese, o desenvolvimento diferencial do
xilema nas gemas poderia refletir em desuniformidade do florescimento e um
desenvolvimento desigual do xilema no pedunculo do fruto. Isso possivelmente
afetaria o crescimento dos frutos, proporcionando tempos diferentes para que
este atinja seu tamanho potencial, gerando pequena uniformidade de crescimento
0 que acarretaria uma desuniformidade de maturacdo. O metabolismo dos
carboidratos em ramos, folhas, gemas e frutos, estudado em conjunto durante o
periodo reprodutivo do cafeeiro, serve de auxilio na compreensdo do
florescimento. Neste contexto, foram realizados experimentos que permitiram
abordar diferentes aspectos do desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro, cujos
objetivos foram: Experimento I - verificar a influéncia da irrigagdo e da posicao
na planta, no desenvolvimento do xilema em ramos e em frutos do cafeeiro;
Experimento II - verificar a influéncia do nimero ¢ do didmetro de vasos do
xilema no crescimento dos frutos e Experimento III - estudar o metabolismo dos
carboidratos em folhas, ramos e gemas, durante o desenvolvimento das gemas
florais do cafeeiro. A maior area de parede celular e, conseqlientemente, de
menor area de limem foi encontrada no tratamento ndo irrigado oeste, o qual
apresentou também o maior nimero de vasos por milimetro quadrado. J& o
tratamento irrigado leste apresentou maturacdo dos frutos mais rapida e mais
uniforme que os demais tratamentos avaliados. Foi observado, em locais do
ramo com vasos numerosos, que o didmetro destes vasos é menor e que existe
uma tendéncia de aumento do nimero ¢ diminui¢do do didmetro dos vasos do
xilema do pedinculo dos frutos, conforme aumenta o estddio de maturacdo
desses frutos. Ainda, os maiores valores de nimero e didmetro dos vasos no
pedunculo de frutos do cafeeiro proporcionam maior crescimento dos frutos e
esta caracteristica ¢ definida antes da antese. Frutos oriundos de mesma florada
no mesmo n6é podem crescer diferencialmente, de acordo com as condigdes
hidraulicas impostas pelo niimero e pelo didmetro dos vasos do pedunculo
desses frutos. As reservas de amido da folha e da gema sdo importantes no
crescimento das gemas, no entanto, a mobilizacdo do amido do ramo no periodo



reprodutivo do cafeeiro ndo ocorre. Durante o desenvolvimento das gemas
ocorre acumulo de AST indicando alta atividade metabdlica. No periodo
proximo a abertura das flores, os principais carboidratos acumulados sdo glicose
e frutose. As invertases ¢ a SUSY sdo enzimas importantes no periodo de
desenvolvimento das gemas do cafeeiro. Estas enzimas ajudam a manter a
relagdo sacarose/(glicose+frutose) baixa na gema, para que ocorra um gradiente
de sacarose em direcdo a este tecido dreno. O baixo conteido de sacarose na
gema deve-se, principalmente, a atividade da INC. A TAPC e a SUSY sdo as
principais enzimas de degradacao de sacarose no fruto de cafeeiro em estadio de
expansdo. A atividade da INC em ramos de cafeeiro ndo foi detectada.

* Comité orientador: Profa. Angela Maria Soares — DBI/UFLA (Orientadora); Prof. José¢ Donizeti Alves —
DBI/UFLA; Prof. Evaristo Mauro de Castro — DBI/UFLA; Prof. Jalio Silvio de Sousa Bueno Filho —
DEX/UFLA; Prof. Amauri Alves de Alvarenga — DBI/UFLA.
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ABSTRACT

GARDIN, Jodo Peterson Pereira. Reproductive development of coffee shrub:
vessel anatomy and carbohydrate dynamic. 2006. 104p. Thesis (Doctorate in
Plant Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG*.

The coffee tree is a species of great economic importance and its related
hydraulic and metabolic aspects to the reproductive development of the coffee
tree still little studied. In hypothesis, the differential development xylems in
buds could reflect the unevenness in flowering and an uneven development of
xylem in the pedicel of fruit. This will possibly affect the growth of fruits,
providing different times so that it reaches its potential size, generating small
uniformity of growth which would unevenness of maturation. The metabolism
of carbohydrates in branches, leaves, buds and fruit, studied together during the
reproductive period of coffee, serves as an aid in the understanding of flowering.
Thus, the objectives of this work had been to verify the influence of the
irrigation and branches positions in the plant, in the development of xylem in
branches and fruits of the coffee tree; to verify the influence of the number and
diameter of vases of xylem in the fruits in growth and, finally, to study the
metabolism of the carbohydrates in levels, branches and buds, during the
development of floral buds. The largest area of the cell wall and, consequently, a
smaller area of lumem was found in the treatment not irrigated west, which also
presented the largest number of vessels per square millimeter. Already the
treatment irrigated east presented and fruit faster and more uniform than the
other treatments assessed. It was observed in the local branches with numerous
vessels, that the diameter of these vessels are smaller and there is a tendency to
increase the number and decrease the diameter of the xylem vessels of the fruits
pedicel, as increases the level of maturation of these fruits. Still, the highest
numbers and diameter of vessels in fruit pedicels of coffee tree fruit provide
further growth of fruit and this characteristic is defined before anthesis. Fruit
from the same flowering same node can grow differentially, according to the
hydraulic conditions imposed by the number and the vessel diameter in the fruits
pedicel. The starch reserves of the leaf and the buds are important in phase 2,
when the growth of buds occurs, however the starch mobilization in the branch
does not occur. During the development of the buds occurs accumulation of
AST indicating high metabolic ratio. In the period next the opening to the
flowers the main accumulated carbohydrates is glucose and fructose. The
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sucrose content in the buds decrease with the development and the main
responsible enzyme for the degradation, in the bud, is the INC. Invertases acid of
wall cells is important in addition sucrose in the fruits in expansion stadium. The
INC does not have activity in coffee tree branches.

* Guidance Commettee: Profa. Angela Maria Soares — DBI/UFLA (Orientadora); Prof. José Donizeti Alves —
DBI/UFLA; Prof. Evaristo Mauro de Castro — DBI/UFLA; Prof. Jalio Silvio de Sousa Bueno Filho —
DEX/UFLA; Prof. Amauri Alves de Alvarenga — DBI/UFLA.
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1. INTRODUCAO

O crescimento do cafeeiro, em muitas areas de producdo tropical e
subtropical, € caracterizado pelo pequeno sincronismo do desenvolvimento
floral e por um prolongado periodo de colheita. Durante o periodo seco, frutos
maduros, grandes e pequenos frutos verdes, flores e gemas, em diferentes
estadios de desenvolvimento, podem ser encontrados na mesma planta. Varios
desses estadios podem ocorrer em um simples no.

No Brasil, o amadurecimento dos frutos ocorre em um periodo de até
quatro meses. Conseqiientemente, a colheita se estende por este periodo, pois
uma colheita uniforme ainda nfo foi possivel ser desenvolvida, sendo
necessarios avangos da pesquisa em busca da sincronizagdo floral ¢ a
conseqiiente sincroniza¢do da maturagdo dos frutos.

Existe uma diferenga nos tecidos do xilema durante o desenvolvimento
das gemas. Em alguns estadios, verifica-se somente presencga de xilema primario
enquanto que, em outros, ja se observa o desenvolvimento de xilema secundario.
Alguns autores afirmam que, em estddios em que o xilema estd mais
desenvolvido, as gemas sdo sensiveis ao déficit hidrico e podem ser induzidas ao
florescimento. Em hipdtese, o desenvolvimento diferencial do xilema nas gemas
poderia refletir na desuniformidade do florescimento ¢ em um desenvolvimento
desigual do xilema no pedunculo do fruto. Isso, possivelmente, afetaria o
crescimento dos frutos, proporcionando tempos diferentes para que ele atinja seu
tamanho potencial, gerando pequena uniformidade de crescimento, refletindo em
desuniformidade de maturacgao.

De acordo com esta hipdtese, o numero e o didmetro dos vasos do
xilema afetam a condutividade hidraulica na planta, afetando o crescimento e o

desenvolvimento dos frutos. Em outras espécies, tais como videira e tomate, tém



sido realizados estudos nesse sentido, nos quais se verificou que limitagdes
hidraulicas podem ser substancialmente influenciadas pelo comprimento dos
condutos do xilema, nimero e didmetro.

Além dos aspectos anatémicos dos ramos, a producdo do cafeeiro pode
ser influenciada por alteracdes bioquimicas durante o desenvolvimento das
gemas, tornando importante o estudo do metabolismo dos carboidratos nesta
fase reprodutiva. As plantas produzem carboidratos na fotossintese e, depois, os
distribuem para tecidos dreno, tais como gemas e frutos. Na produgdo agricola,
os drenos sdo, quase sempre, as partes economicamente mais importantes da
planta. As gemas e os frutos sdo definidos como drenos de alta prioridade em
relacdo a drenos alternativos (folhas jovens), no contexto de competi¢do por
assimilados e sdo escassas as informagdes disponiveis sobre o metabolismo de
carboidratos nesses tecidos.

Diante do exposto, foram desenvolvidos experimentos cujos objetivos
foram: Experimento I - verificar a influéncia da irrigagdo e posicdo na planta, no
desenvolvimento do xilema em ramos e frutos do cafeeiro; Experimento II -
verificar a influéncia do nimero e do diametro de vasos do xilema no
crescimento dos frutos e Experimento III - estudar o metabolismo dos
carboidratos em folhas, ramos e gemas, durante o desenvolvimento das gemas
florais do cafeeiro. Espera-se, assim, desenvolver conhecimentos que possam
contribuir para o desenvolvimento de técnicas de manejo adequadas para uma

maior producao ou com frutos de melhor qualidade.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O cafeeiro: a cultura e alguns aspectos fenoldgicos

No mundo, existem cerca de 100 espécies de cafeeiros, das quais apenas
duas sdo importantes economicamente, Coffea arabica L. (café arabica) e Coffea
canephora Pierre (café robusta) e tém grande cota¢do no mercado internacional
(Fazuoli, 1986). No Brasil, o café arabica representa 76,4% da producdo total de
2006 (31,02 milhdes de sacas) e o robusta, 23,6% (ou 9,60 milhdes de sacas).
Minas Gerais continua sendo o principal estado produtor, com 49,5% do total,
praticamente s6 de café arabica.

O cafeeiro ¢ uma planta de crescimento continuo que apresenta ramos
que crescem verticalmente, chamados de ortotropicos, os quais dao origem a
folhas, outros ramos ortotropicos € ramos plagiotropicos, os quais crescem
horizontalmente, formando um angulo de 45° a 90° com o ortotrépico e dao
origem a folhas, outros plagiotropicos (primarios, secundarios e de maior
ordem), flores e frutos (Melo et al., 1998). Assim, os ramos plagiotropicos
produtivos sdo de grande importidncia € o conhecimento das caracteristicas
anatomicas, fenologicas e bioquimicas de todos os componentes deste ramo
(folhas, flores, frutos e o proprio ramo) pode contribuir para o desenvolvimento
de novas técnicas de manejo que o tornem mais produtivo ou com frutos de
melhor qualidade.

O café arabica tem seu centro de origem na Etidpia, onde cresce
permanentemente sob sombreamento em habitat de florestas tropicais (Kumar,
1979). Mas, no Brasil, o cafeeiro tem sido cultivado economicamente a pleno
sol, o que acarreta problemas, como a superproducdo e o0 conseqiiente
esgotamento das plantas durante os primeiros anos, até que o auto-

sombreamento diminua esse efeito. Além disso, Soares et al. (2005) destacam
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que outro problema da cultura é a falta de uniformidade da floragdo, que tem
implicac¢des diretas na uniformidade de maturacdo dos frutos de café e, por sua
vez, tera grande influéncia na organizacdo e na redugdo dos custos da colheita,
bem como na qualidade final do produto. Dessa forma, esses autores afirmam
que o conhecimento de técnicas viaveis de uniformizacdo da floragdo ¢ de
fundamental importancia para o cafeicultor, mas ainda sdo poucos e nao
conclusivos os estudos nesse sentido.

Alguns avangos foram obtidos por Crisosto & Grantz (1992) que
classificaram fenologicamente as fases reprodutivas do cafeeiro em sete distintos
estadios, como segue: El=gema vegetativa, E2=botdo floral indiferenciado de
cor verde, E3=botdes florais em desenvolvimento, sobressaindo as estipulas,
E4=botoes florais de cor verde-clara, no estadio de dorméncia, E5=Botdes
florais de cor branca, proximos a abertura, E6=flores ¢ E7=pequenos frutos.
Com isso, Crisosto et al. (1992) observaram a marcante distingdo entre os
estadios 3 e 4 em relagdo a suscetibilidade ao déficit hidrico. Mesmo que os
estadios 3 e 4 aparecem no mesmo nd, isso indica que caracteristicas anatdmicas
estdo correlacionadas com estadios de desenvolvimento das gemas.

Estes mesmos autores, investigando esta possibilidade com referéncia
particular a diferenciagdo do xilema em gemas, verificaram que, nos estadios 1 a
3 ocorria somente um desenvolvimento vascular primario e, nos estddios 4, 5 ¢ 7
ocorria a formagao de tecido vascular secundario. Dessa forma, verificaram uma
clara distingao dos estadios 1, 2 e 3, em que a seca seguida de re-irrigacao nao
foi efetiva ao estimulo ao florescimento e o estadio 4, no qual o estimulo foi
observado. Neste estddio ocorreu paralelamente a diferenciacdo do tecido
vascular secundario, o qual ndo ocorreu no estadio 3.

Contudo, gemas com tecido vascular formado apresentam resposta,

sendo induzidas a floragdo pelas condi¢cdes ambientais normalmente impostas



(déficit hidrico). No entanto, mais estudos sdo necessarios para melhorar a
compreensao dos mecanismos que expressam esta resposta de florescimento.

Plantas de cafeeiro florescem ao mesmo tempo numa determinada area
geografica, no entanto, ocorre um numero variavel de floragdes, desde umas
poucas no Brasil, até varias ao longo do ano na Colombia (Guimardes &
Mendes, 1996). Na tentativa de explicar este fenomeno, diversos autores relatam
a importancia de um déficit hidrico para a quebra da dorméncia dos botdes
florais, destacando-se que o déficit deve ser continuo e seguido de uma chuva
para promover o crescimento desses botdes e abertura floral. Outro fator
importante destacado é a presenca de folhas nos nos, proximo as gemas, pois sao
importantes para o desenvolvimento das mesmas. Nesse sentido, torna-se
importante o estudo do metabolismo nas folhas e ramos proximos as gemas, para
melhor compreender este fendmeno.

Em condi¢des naturais, no periodo entre a quebra da dorméncia dos
botdes florais e a antese, transcorrem de 7 a 15 dias (Frederico & Maestri, 1970).
Neste curto periodo, os elementos condutores do pedicelo floral sdo formados
intensamente, ampliando o limen dos vasos do xilema (Astegiano, 1984). Este
mesmo autor, estudando a movimentagdo da dgua e a quebra da dorméncia dos
botdes florais do cafeeiro, concluiu que a presenga de folha aumenta o ingresso
de agua para os botdes.

Nesse sentido, Barros et al. (1978) sugeriram que as condigdes que
podem promover a abertura floral no cafeeiro sdo: queda rapida de temperatura,
independentemente da ocorréncia de déficit hidrico, chuvas abundantes ou
irrigagcdes ap6s um longo periodo de seca e as quedas bruscas de temperatura,
seguidas por suprimento de agua, tanto sob a forma de chuvas quanto de
irrigacdo, complementar ou sinergicamente.

Aparentemente, existe sinergismo entre os fatores climaticos, como

precipitagdes, temperatura e déficit de vapor, agindo sobre o desenvolvimento
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do botdo floral, o que leva a antese quando estes se encontram no estadio 4
(Soares et al., 2005). Os mesmos pesquisadores ainda consideram que a
adequacdo da aplicagdo do déficit hidrico aos estadios de desenvolvimento do
botdo floral pode vir a ser o fato crucial para obtengdo de floradas uniformes,
sem afetar a produtividade do cafeeiro e melhorando a qualidade dos graos.

No género Coffea, o tamanho do grio ¢ proporcional ao tamanho do
fruto e o tempo para o desenvolvimento do fruto, entre a antese e o completo
amadurecimento, varia de 10 a 12 semanas, em C. racemosa, a mais de um ano
em C. liberica. Para as espécies de alto valor economico, a Coffea arabica
requer de 6 a 8 meses para o amadurecimento e a C. canephora, de 9 a 11 meses
(Cannel, 1985). O crescimento dos frutos ndo ¢ sincronizado durante o
desenvolvimento, com diferentes propor¢des de varios tamanhos de frutos na
mesma planta, embora possivelmente relacionado com varios eventos de
florescimento que podem ocorrer em C. arabica, durante cada esta¢do de
produgdo (De Castro & Marraccini, 2006). A respeito do assincronismo no
crescimento dos frutos e diferengas no comprimento do ciclo reprodutivo entre
as espécies de café, o ponto chave do desenvolvimento do fruto parece ser
idéntico, no minimo entre as espécies comerciais (De Castro & Marraccini,
2006).

Sabe-se que o tamanho potencial do fruto depende do nimero de células
e de seu volume. O numero de células ¢ dependente, principalmente, de fatores
genéticos, enquanto o tamanho ¢ altamente determinado por fatores ambientais e
fisiologicos, que controlam a expansdo das células. Geralmente, a taxa de
expansdo do fruto ¢ proporcional ao fornecimento de assimilados (Ehret & Ho,
1986). Além disso, para o crescimento do fruto, é preciso que entre agua na
célula para que ocorra o alongamento celular, dgua transportada através dos

vasos do xilema.



Visando a melhoria da qualidade dos frutos, a International Coffee
Organization (ICO, 2002) implementou um programa com recomenda¢des para
paises exportadores de café. Foram listadas algumas caracteristicas indesejaveis
e, entre elas, o tamanho do grdo foi uma das essenciais do ponto de vista
comercial, visto que graos de uma mesma variedade podem ter pre¢co menor,
quando estes apresentam tamanhos reduzidos (Leroy et al., 2006).

Em cafeeiro, s3o escassos e pouco especificos os trabalhos que
estudaram a importancia do xilema no crescimento dos frutos, visando aumentar
a qualidade do produto final. Em frutos de outras espécies, a maior participacao
do xilema ou do floema no transporte de agua depende do estadio de
desenvolvimento do fruto (Nobel & De La Barrera, 2000). Em alguns frutos
jovens, o floema ¢ a fonte dominante e, em outros frutos, tais como tomate (Ho
et al., 1987), maca (Drazeta et al., 2004), kiwi (Dichio, 2003), e uva (Greenspan
et al., 1994), ha clara redugdo na propor¢do de agua que entra no fruto pelo

xilema quando o fruto amadurece.

2.2. Desenvolvimento do cafeeiro: uma abordagem hidraulica
2.2.1. Aspectos hidraulicos do ramo

O fluxo de seiva do xilema permite o transporte de agua, de nutrientes
do solo e de hormodnios para as folhas e frutos. O movimento da agua das raizes
para a atmosfera ¢ controlado pela condutividade dos componentes desta rota
hidraulica. As condutividades que afetam o fluxo hidrico na planta sdo a
hidraulica (condutividade da raiz ¢ do ramo) e a difusiva (condutancia
estomatica). A condutividade pode mudar, mais ou menos rapidamente e
reversivelmente, para se adaptar as mudangas nas condigdes ambientais e ao
estresse. Em particular, a condutividade do ramo pode reagir ao estresse por um

processo “rapido”— formacdo de embolismo que interrompe a coluna de agua e



reduz a condutividade (Tyree & Sperry, 1989) — e por um processo “lento” —
modificagdes do crescimento radial dos vasos e, como conseqiiéncia, do
tamanho dos vasos (de acordo com a equacdo de Hagen-Poiseuille) (Tyree &
Ewers, 1991; Lovisolo & Schubert, 1998). Ambos os mecanismos podem,
potencialmente, afetar o transporte hidrico por todo o xilema e mudar a
disponibilidade de agua (Tyree & Ewers, 1991), nutrientes e mensagens
hormonais a partir da raiz para as folhas (Davies et al., 1994).

Em ramos plagiotropicos produtivos de cafeeiro ocorre o
desenvolvimento do xilema secundario, sendo este afetado por alguns fatores
ambientais e hormonais. O impacto que o ambiente exerce sobre a atividade
cambial reflete na diferenciacdo das células do xilema secundario, podendo
modificar sua estrutura e suas propriedades. Fatores como seca, inundagio,
altitude, latitude e constituicdo do solo podem alterar significativamente a
estrutura anatomica do xilema secundario. Os elementos de vaso, por exemplo,
estdo associados a eficicia e a garantia do transporte de agua pela planta, sendo
diretamente afetados pelas variagGes na disponibilidade de agua. Estudos
demonstram que os elementos de vaso sdo maiores e ocorrem em menor nimero
nas plantas em que o suprimento hidrico é adequado. Ja nos vegetais sujeitos ao
déficit hidrico, os elementos de vaso sdo menores, mais agrupados e bastante
numerosos (Costa et al., 2004).

Urbinati (2003) admite que a diferenciacdo dos elementos vasculares ¢
controlada por um fluxo polar e basipeto de auxina, conforme afirmado por
Zimmermann & Potter (1983) e Aloni (1995), os quais explicaram mudangas no
tamanho e na freqii€ncia dos vasos ao longo do caule. Entre elas, podem-se citar:
1) a elevada freqiiéncia de vasos.mm’ esta associada & alta concentragdo de
auxina, diminuindo do 4pice para a base; 2) a interrup¢@o no fluxo de auxina ao
longo do caule causa aumento local em sua concentragdo, promovendo o

aumento do nimero de vasos naquele local; 3) a duracdo da diferenciagdo de
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vasos aumenta do apice em dire¢do a base da arvore; 4) o didmetro dos vasos ¢
regulado pela taxa de diferenciagdo: de uma rapida diferenciagdo resultam vasos

estreitos e de uma diferenciacdo mais lenta resultam vasos largos.

2.2.2. Aspectos hidraulicos do fruto

Possivelmente, a dgua requerida para alongamento e transpiragdo dos
frutos do cafeeiro, como na maioria dos o6rgdos de outras plantas, entra pelo
xilema. J4 em tomate foi verificado que, durante o desenvolvimento do fruto,
90% de toda 4gua entra no fruto ¢ via floema e que a 4gua importada via xilema
cessa quase completamente aproximadamente 20 dias apos a antese (Ehret &
Ho, 1986; Ho et al., 1987).

Conforme citado anteriormente, Crisosto et al. (1992) demonstram
distinta diferenca nos tecidos do xilema nos estadios 3 e 4 das gemas do cafeeiro
e, neste caso, se ndo ocorrer uniformizacdo do numero ¢ do tamanho dos vasos
do xilema, pode refletir no tamanho dos frutos e também na uniformidade de
maturacdo. Este fato justifica a importincia de estudos que detectem as
diferencas no nimero ¢ no didmetro de vasos, em frutos em crescimento na
planta, inclusive em frutos do mesmo no.

Esta diferenca no niimero e no didmetro dos vasos de xilema no
pedunculo dos frutos de cafeeiro, possivelmente influencia o fluxo na rota que
leva ao fruto. A resisténcia hidraulica no xilema aumenta fortemente,
dependendo do numero e raio dos vasos do xilema ao longo da rota de transporte
(Nijsse, et al.,, 2001). De acordo com a equacdo de Hagen-Poiseuille, a
resisténcia hidraulica de um vaso individual é inversamente proporcional ao raio
deste na quarta poténcia (Zwieniecki et al., 2004). Importante salientar que o
diametro dos vasos, o comprimento finito dos vasos e o transporte concomitante
de um vaso para o outro pode também influenciar fortemente a resisténcia

hidraulica (Nijsse et al., 2001). Entao, regides com pequenos vasos aumentam
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significativamente a resisténcia hidraulica no xilema. Ainda, o estresse hidrico
durante o crescimento pode provocar aumento na resisténcia hidraulica do
xilema pela indugdo do desenvolvimento de vasos do xilema com um diadmetro
menor. De fato, em caules de milho (Abd El-Rahim et al., 1998) e videira
(Lovisolo & Schubert, 1998), a baixa disponibilidade de agua na raiz resulta em
elementos de xilema de menor didmetro. O numero e o didmetro de vasos do
xilema e seu efeito durante o crescimento do fruto do cafeeiro sao
desconhecidos.

Além das condigdes hormonais e fisioldgicas que influenciam na
maturagdo do fruto do cafeeiro, algumas caracteristicas anatdmicas
possivelmente t€m influéncia, mas sdo pouco estudadas. Hipoteticamente, um
maior nimero de vasos de xilema poderia levar o fruto a atingir seu crescimento
potencial mais rapidamente, antecipando o inicio do processo de maturagdo. E
sabido que caracteristicas, como nimero, didmetro e comprimento dos vasos do
xilema, influenciam na condutividade hidraulica na rota ramo-fruto (Tyerman et
al., 2004).

Alguns estudos de condutividade hidraulica durante a maturagdo dos
frutos tém sido realizados. Em videira, estimativas de fluxos hidricos através dos
tecidos de xilema e floema foram produzidas, com base em medidas da mudanga
do volume diurno, em frutos intactos, com floema isolado e bagas incisadas.
Estas estimativas indicam uma rapida troca de fluxo, predominantemente pelo
xilema, mudando para um maior fluxo pelo floema proéximo ao inicio da
maturacdo (Greenspan et al., 1994, 1996) e um fluxo predominantemente do
floema apods a maturagdo (Lang & Thorpe, 1989; Rogiers et al., 2001). Estas
evidéncias indicam que o uso da rota do xilema € substancialmente reduzida,
mas nao necessariamente implica que a reducdo € imposta por um bloqueio
fisico ou outra redu¢do direta na condutividade hidraulica do xilema. Tyerman et

al. (2004), fazendo medidas diretas da condutividade ao longo do caminho
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pedunculo-baga, em variedades de uva Shiraz e Chardonnay, concluiram que,
para ambas as variedades, ocorre um progressivo declinio na condutividade
entre 0 65° e 0 95° dia apos o florescimento. Tyerman et al. (2004) sugerem que
a redugdo observada na condutincia pode ser uma combinagdo da restrigdo do
xilema e reduzida presenga ou atividade de aquaporinas.

Os processos de lignificacdo dos vasos do xilema dos frutos podem
provocar a interrupg¢ao ou a redugdo do fluxo do xilema. Evidéncias indicam que
células do xilema lignificadas de pedunculos de videira na fase final do
crescimento dos frutos interrompem o fluxo pela ruptura da continuidade do
xilema (Lang & Diiring, 1991; Coombe & Mccarthy, 2000). Isso implica que,
apos o amadurecimento da baga da videira, o crescimento pode ser fisicamente
restrito, até que outro aspecto (aumento da entrada de agua via floema) permita
que o desenvolvimento continue.

Bondada et al. (2005) demonstraram que o os elementos condutores do
xilema, tanto axial quanto periféricos, continuam intactos e aparentemente
funcionais durante o desenvolvimento da baga da uva. No entanto, o consenso ¢é
de que o xilema poés-maturagdo ndo seja funcional. Estes pesquisadores ainda
sugerem que, ap6s a completa expansio dos frutos e maturagdo, a interrup¢ao do
fluxo pode ser devido a formacgdo de embolia no xilema. Tyerman et al. (2004)
sugerem que a diminui¢do do fluxo por ocasido da maturagdo pode ser resultado
de um efeito conjunto do apoplasto (ruptura do xilema) e simplasto
(aquaporina/condutividade hidraulica da membrana).

Devido a importancia da agua para a formacgdo dos vasos de xilema, a
abertura dos botdes florais e para o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro
como um todo, outro fator que vem sendo bastante estudado no intuito de
uniformizar a floracao e a maturagdo dos frutos é o uso da irrigagcdo suplementar
(Soares et al., 2005), a qual tem se mostrado vantajosa até em locais com

periodos curtos de deficiéncia hidrica, mas que coincidem com as fases criticas
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da cultura, sendo uma técnica em consideravel expansao. Segundo Matiello &
Almeida (1991), a deficiéncia hidrica é prejudicial ao cafeeiro, principalmente
na fase de floragdo e frutificacdo, em que a irrigagao torna-se necessaria.

Uma freqliente irrigagdo para prevenir o florescimento, seguida por um
déficit hidrico controlado e re-irrigagdo para estimular o florescimento, pode
representar um meétodo pratico para sincronizar o florescimento e encurtar o
periodo de colheita (Crisosto et al., 1992). No entanto, na regido da Zona da
Mata de Minas Gerais, Soares et al. (2005), estudando o efeito do estresse
hidrico em cafeeiros irrigados, mostraram que nao houve quebra da dorméncia
dos botdes florais pelo efeito do déficit aplicado, mesmo para potenciais de -0,8,
-1,2 e -1,9 MPa, apos 30, 63 e 90 dias, respectivamente. Relatam, ainda, que a
quebra da dorméncia dos botdes florais ocorreu somente em fungdo da queda
brusca de temperatura ap6s a ocorréncia de precipitagdes, mesmo com potencial
da folha de 0,2MPa. Entretanto, ainda ndo se tem conhecimento fisioldgico
suficiente para aplicar o déficit hidrico ideal ¢ na época correta para atingir esses
objetivos sob condi¢des de campo.

Tentando aprimorar este conhecimento, Karasawa et al. (2002),
trabalhando com a cultivar Topazio MG-1190, concluiram que as irrigagdes
realizadas de setembro a novembro anteciparam a maturagdo dos frutos,
apresentando mais de 70% dos graos no estadio passa e seco. Neste periodo de
setembro a novembro, ocorre a expansdo dos frutos desta cultivar e, como dito
anteriormente, a irrigagdo suplementar nesta fase ¢ necessaria. Em hipotese, a
agua poderia contribuir para que o fruto atinja o seu crescimento potencial em

menor tempo, dando inicio ao processo de maturagao mais cedo.

2.3. Desenvolvimento do fruto: uma abordagem bioquimica

Para o desenvolvimento das gemas florais, alguns autores defendem a

importancia da atividade da planta no inverno (Barros & Maestri, 1974), no
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entanto, para Melotto (1987), a principal fonte de carboidratos para os botdes
florais ¢ a fotossintese e ndo as reservas contidas nas folhas e ramos, o que,
segundo Rena et al. (1996), sugerem elevado grau de dependéncia do estado
nutricional da planta e¢ da relacdo funcional entre folha e fruto. Assim, a
importancia de mais estudos dirigidos sobre o metabolismo dos carboidratos em
orgaos reprodutivos do cafeeiro é evidente.

As plantas tém a capacidade fotossintética de reduzir CO, na presenca
de luz e fixar os carboidratos formados em tecidos fotossinteticamente ativos
(tecidos fonte) e, depois, distribuir estes carboidratos para tecidos nao
fotossintéticos (tecidos dreno). Alguns orgdos das plantas sdo dotados da
capacidade de exportar ou importar carboidratos e, de acordo com esta
capacidade, o orgdo assume o papel de fonte (exportador) ou dreno
(importador). Na produgdo agricola, os drenos sdo, quase sempre, as partes
economicamente mais importantes da planta. As gemas e os frutos sdo definidos
como drenos de alta prioridade, em relacdo a drenos alternativos (folhas jovens),
no contexto de competicdo por assimilados. Em condi¢des normais, a
capacidade da fonte é limitada pela for¢a dos drenos. Nesse aspecto, plantas com
maior for¢a de dreno sdo capazes de atingir maior produtividade nas mesmas
condigdes que plantas com menor for¢a de dreno.

Dessa forma, um fator importante que influencia diretamente na
producdo das plantas ¢ o particionamento de carbono, em que cinco pontos sdo
considerados cruciais: 1) a producdo de assimilados nos cloroplastos; 2) a
exportacdo destes para o citosol; 3) a sintese de sacarose nas células do mesofilo,
o carregamento do floema e o transporte da sacarose a grandes distincias; 4) o
descarregamento do floema e 5) a utilizagdo da sacarose nos Orgdos-dreno
(Sonnewald et al., 1994).

O estudo do metabolismo de carboidratos no cafeeiro é de vital

importancia. Os carboidratos soluveis (frutose, glicose e sacarose) tém
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importdncia na regulacdo osmotica e transporte, enquanto os carboidratos
insoliveis (amido) sdo importantes formas de reserva. O amido ¢ tido como a
mais difundida reserva de carbono armazenada em plantas, enquanto que a
sacarose exerce um papel central no crescimento e no desenvolvimento de
plantas, como uma forma primaria de transporte de carbono e energia na maioria
das espécies vegetais e também como um regulador da expressdo de genes.
Segundo Koch (2004), o metabolismo da sacarose pode ser considerado como o
coragdo de um sistema sensivel e auto-regulador do desenvolvimento de plantas.

A flor do cafeeiro ¢ considerada um dreno prioritario na época de
reproducdo. Sendo assim, o aporte de carboidratos para as gemas € 0 consumo
destes para o seu desenvolvimento sdo importantes para a produtividade da
planta, o que confere as enzimas envolvidas no metabolismo de clivagem da
sacarose um papel decisivo na compreensdo dos mecanismos de sua regulagao.
Gardin et al. (2002), trabalhando com gemas de pereira japonesa, verificaram
diminuigdo dos teores de amido ¢ aumento dos agucares soliveis, & medida que
se aproximava a flora¢do. Desde que Ho (1988) sugeriu que a taxa de clivagem
de sacarose pode afetar a atividade de um dreno, alguns estudos tém se dedicado
a investigar este aspecto, acreditando no papel regulador de enzimas chaves.

Na cultura do cafeeiro, para que se consiga melhorar a distribui¢ao de
carboidratos a favor dos drenos de interesse econdomico, o conhecimento € a
compreensao da atividade de enzimas chaves no metabolismo de carboidratos
tomam grande importancia. Alguns trabalhos t€m sido realizados nesse sentido,
mas com gemas ainda sdo escassos. Geromel et al. (2002), trabalhando com
frutos de cafeeiro, verificaram que a atividade das enzimas SUSY (sintase da
sacarose) e a sintase da sacarose fosfato (SPS) aumentaram com a maturagao.

A hidrolise da sacarose em tecidos dreno pode ocorrer via invertases e
ou SUSY. O comportamento diferencial dessas enzimas, associadas ao

desenvolvimento do fruto, torna possivel uma melhor compreensdo do processo
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de descarregamento do floema. Em relagdo a estas duas rotas alternativas, sabe-
se que uma envolve a hidrélise irreversivel de sacarose a glicose e frutose, via
invertases, que sdo enzimas de baixo Km para sacarose (7 a 15 mM). Apos esta
etapa, glicose e frutose sdo fosforiladas por varias hexoquinases e frutoquinases
(Renz & Stitt, 1993), usando ATP ou UDP como doadores de energia. A outra
rota sacarolitica, exclusiva de plantas, ¢ catalisada pela SUSY e envolve uma
clivagem de sacarose dependente de UDP, produzindo UDP-glicose e frutose. O
Km da SUSY para a sacarose ¢ relativamente alto (40 a 200 mM) e a atividade
da enzima ¢ limitada pelas concentragdes de sacarose ¢ UDP no citosol.

As duas vias de degradagdo de sacarose a hexoses fosfatadas diferem em
relacdo aos seus custos energéticos. Enquanto a clivagem de sacarose via
invertases requer 2 moléculas de ATP, a clivagem via SUSY e UGPase
(UDPglicose pirofosforilase) requer apenas uma molécula de PPi (Geigenberger,
2003). O custo total de energia da via SUSY ¢é ainda menor se considerarmos
que esta rota metabdlica recicla PPi, que é produzido como um excedente em

muitas reac¢des biossintéticas (Bologa et al., 2003).

2.3.1. Invertases

As invertases podem ser classificadas de acordo com sua localizagdo
subcelular, seu pH ideal de atividade e respectivos pontos isoelétricos (Avigad,
1982). As invertases acidas estdo localizadas no vactolo e na parede celular
(Salzer & Hager, 1993), enquanto as invertases neutras ou alcalinas localizam-se
no citosol das células vegetais (Sturm & Chrispeels, 1990). Segundo Sturm
(1999), as fungdes especificas das diversas formas de invertase ndo sdo claras,
mas parecem regular a entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilizagéo.
A maioria das espécies contém pelo menos duas isoformas de invertase
vacuolar, que se acumulam como proteinas soluveis (invertases acidas soluveis),

no lumen deste compartimento acidificado. De maneira similar, existem algumas
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isoformas de invertase extracelular (invertases de parede celular), que sdo
ionicamente ligadas a parede celular. Invertases de vacuolo e de parede celular
promovem a clivagem de sacarose com maior eficiéncia quando submetidas a
pH entre 4,5 e 5,0. Além disso, as plantas tém pelo menos duas isoformas de
invertases citoplasmicas, cujo pH 6timo para a clivagem de sacarose situa-se
proximo a neutralidade ou levemente alcalino. Muito provavelmente, as
invertases convertem sacarose a hexoses, com o objetivo de prover as células
com combustivel para a respiragdo e com carbono e energia para a sintese de
numerosos e diferentes compostos. A clivagem de sacarose a glicose e frutose
pode aumentar significativamente a pressdo osmotica das células, sugerindo uma
possivel funcdo das invertases no alongamento celular e crescimento de plantas
(Sturm, 1999).

Invertases soluveis sdo sempre intracelulares e diferem no seu pH 6timo:
invertases acidas, cujo pH ideal encontra-se na faixa de 3,5 a 5,1 ¢ as invertases
neutras ou alcalinas possuem pH 6timo entre 7,0 e 7,8 (Avigad, 1982).

As invertases fornecem hexoses para o metabolismo celular (Hubbard et
al., 1989; Yelle et al, 1991), mas também participam no controle do crescimento,
na diferenciagdo celular, além do desenvolvimento de sementes ¢ embrido. Sdo
enzimas com potencial para agir fortemente como controladores de uma ampla
variedade de processos, tais como biossintese e percepcdo de hormonios, a
exemplo do acido abscisico. Além disso, tanto os sensores de aglicares como 0s
de hormodnios podem afetar a propria expressao dos genes que codificam as
invertases ¢ a SUSY (Koch, 1996; Trouverie et al., 2003). Além das invertases, a
SUSY, que ¢ uma glicosil transferase, tem sua agdo enzimatica associada a
determinacdo da forga de drenos (Zrenner et al., 1995) e tecidos vegetativos em

desenvolvimento (Pfeiffer & Kutschera, 1995).
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2.3.2. SUSY

A SUSY participa da conversdo de sacarose a amido em numerosos
tecidos (Pozueta-Romero et al., 1999), na sintese do precursor de celulose UDP-
G (Chourey & Miller, 1995), na fixagdo biologica de nitrogénio em nddulos
(Gordon et al., 1999) e ¢ diretamente envolvida em alteragdes metabolicas
causadas por estresse de frio e anaerobiose. Sua plasticidade funcional é,
provavelmente, devido & sua capacidade de utilizar varios nucleosideos, & sua
reversibilidade catalitica e a sua compartimentalizagdo celular diversa
(Etxeberria & Gonzalez, 2003).

A SUSY tem seu papel reconhecido em varios processos metabdlicos
das plantas. Admite-se que a atividade da SUSY esteja relacionada
predominantemente com a sintese de parede celular e de amido (Winter &
Huber, 2000), mas também pode estar associada com a sintese de sacarose.
Apesar de a reagdo catalisada pela SUSY ser reversivel, existem evidéncias de
que a principal agdo desta enzima é no sentido da clivagem da sacarose,
produzindo UDP-glicose (para sintese de parede) e frutose. De acordo com
Kruger (1993), pelo menos trés argumentos sustentam essas evidéncias. O
primeiro argumento tem relagdo com a distribuicdo da SUSY em diferentes
tecidos. A atividade da SUSY ¢, geralmente, baixa em células fotossintéticas e
gliconeogénicas e ¢, muitas vezes, alta em tecidos com intensa atividade de
crescimento, os quais dependem da sacarose como o seu substrato respiratorio.

Em geral, a invertase acida ¢ relacionada ao desenvolvimento inicial e a
SUSY a maturacdo e ao armazenamento. A persisténcia da atividade invertasica
até determinados estadios pode retardar a diferenciagdo. Inversamente, a
diferenciacdo pode ser induzida quando a atividade da invertase acida decresce.
As invertases estdo presentes principalmente em tecidos nos quais ocorre intensa

atividade de alongamento celular (Sung et al., 1988; Ranwala & Miller, 1998).
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Em alguns tecidos, a atividade das invertases ¢ muito menor que a da
SUSY, mostrando-se insuficiente para catalisar a sacarose. Um bom exemplo
disso ¢ o tubérculo da batata, no qual as invertases acida e alcalina tém
atividades tdo baixas que a SUSY parece assumir quase integralmente a
clivagem da sacarose. Por fim, estudos realizados com mutantes de milho
revelam que uma redugdo dos niveis de SUSY em endosperma em
desenvolvimento restringe a capacidade desse tecido de metabolizar sacarose
(Boyer, 1985).

Dos poucos trabalhos realizados em cafeeiro, Geromel (2006) verificou
que a SUSY apresentou valores de atividades bem maiores que o das invertases
acidas (IAV). Ainda, a sacarose fosfato sintase (SPS) acompanhou o acimulo de
sacarose no estadio inicial no pericarpo de frutos de café. Foi mostrada a
existéncia de duas isoformas de SUS, codificadas por dois genes chamados
CaSUSI1 e CaSUS2 em C. arabica, que possivelmente desempenham diferentes
fungdes metabolicas nos diferentes tecidos do fruto de café.

O manejo da cultura do cafeeiro pode influenciar na atividade de
enzimas chave no metabolismo dos carboidratos. Silva et al. (2003), trabalhando
com aplicagdes de 0,5% e 1% de sacarose em plantas de cafeeiro, encontraram
aumento da atividade das enzimas invertase neutra, acida do vacuolo, da parede
celular e SUSY em plantas depauperadas, quando comparadas com as
testemunhas que receberam somente agua. As invertases ¢ a SUSY podem
exercer papel fundamental no desenvolvimento de plantas de cafeeiro. As
enzimas invertases e a sacarose sintase (SUSY) sdo citadas para outras espécies,
por varios autores, como responsaveis pelo controle de fluxo e hidrolise de
sacarose em tecidos-drenos (Zrenner et al., 1995; Isla et al., 1998; Sturm, 1999;
Nguyen-Quoc & Foyer, 2001; Etxeberria & Gonzalez, 2003).

Rogers et al. (1999), ao estudarem os teores de acgucares no

desenvolvimento dos grios de café (C. arabica var. Caturra), observaram que os
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teores de glicose no inicio do desenvolvimento do grdo, no perisperma, sdo
maiores que os de sacarose e, ao longo do desenvolvimento, o decréscimo nos
teores de glicose ¢ acompanhado pelo aumento no teor de sacarose, enquanto
que, no endosperma, a sacarose ¢ o acucar predominante no inicio do
desenvolvimento desse tecido. Esses autores sugerem, também, que os altos
teores de hexoses no perisperma, pelo menos em certos estadios do crescimento
do fruto, representam maior catabolismo de sacarose neste tecido, que ¢
requerido pelo aumento do potencial osmético, permitindo a expansao inicial e a
funcdo de dreno, seguida de uma nova sintese de sacarose exigida pelo

endosperma.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Areado estudo

Os experimentos foram conduzidos em uma plantagio de café da
cultivar Topazio MG-1190 (Croquis no anexo), localizada no campus da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), no municipio de Lavras, regido Sul do
estado de Minas Gerais, localizado a 918m de altitude, latitude 21°14’S e
longitude 45°00°W. A temperatura média anual do ar dessa regido ¢ de 19,4°C e
as médias anuais de temperatura, maxima e minima, sdo de 26,1°C e 14,8°C,
respectivamente, com precipitacdo média anual de 1.530mm. Segundo a
classificagdo climatica de Koppen, o clima da regido ¢ do tipo Cwa, ou seja,
clima temperado umido, com inverno seco e verdo quente.

A cultura utilizada durante o periodo experimental ¢ da cultivar
‘Topazio MG 1190°, implantada com espagamento 1,80 x 0,70m. A idade das
plantas era de, aproximadamente, 9 anos a época de realizagdo do experimento e
elas foram submetidas a uma poda drastica (recepa) aos 65 meses de idade (em
setembro de 2001), portanto, ficando a parte aérea com 3 anos apods a recepa.
Foram utilizadas plantas irrigadas e ndo irrigadas, sendo o sistema de irrigagdo o
de gotejamento e a lamina aplicada equivalente a 80% do balango entre a
evaporacdo do tanque classe A (ECA) e as precipitagdes ocorridas no periodo
entre duas irrigagdes consecutivas (80% ECA — precipitagdo). Os dados da ECA
e climatoldogicos foram obtidos na Estagdo Climatoldgica Principal de Lavras,
situada no Campus da UFLA, localizada a aproximadamente 500 metros do
experimento. As irrigagdes foram realizadas duas vezes por semana (terca-feira
¢ sexta-feira), sendo o tratamento aplicado na lavoura desde os 28 meses de

idade.
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O solo da area em estudo ¢ classificado como Latossolo Vermelho
Distroférrico, com textura muito argilosa, plano e uniforme (Embrapa, 1999). A
lavoura foi implantada com um espacamento de 1,80m entre linhas e 0,70m
entre plantas. A adubacdo foi realizada com base na analise de fertilidade do
solo e de acordo com o método da 5* Aproximagdo da Comissdo de Fertilidade
do Solo do Estado de Minas Gerais. Foram aplicados uréia e cloreto de potassio,

em quatro parcelamentos entre outubro e margo.

3.2. Caracteristicas avaliadas

Para atingir os objetivos propostos, foram desenvolvidos trés

experimentos independentes, cujas descri¢cdes sdo apresentadas a seguir.

3.2.1. Experimento |: Efeito da irrigacdo e da posicdo na planta nas

caracteristicas anatdmicas dos ramos e dos frutos do cafeeiro

Foram coletados ramos plagiotropicos de primeira ordem, em uma
amostra constituida de 12 plantas irrigadas e 12 plantas ndo irrigadas no dia
7/7/2004 (Figura 1A do anexo). Em cada grupo de 12 plantas foram coletados 6
ramos na posi¢do Leste de 6 plantas e 6 na posi¢do Oeste das outras 6 plantas,
sendo todos armazenados em alcool 70% (v/v) para estudo dos ramos. Os frutos
presentes nestes ramos foram contados, separados por estadio de maturacdo e
armazenados em alcool 70% (v/v) para estudo dos frutos. A data de coleta foi
escolhida em fungao da presenca de frutos em varios estadios de maturagdo no

mesmo ramo.

3.2.1.1 Estudo dos ramos

Para o estudo dos ramos, o delinecamento experimental foi inteiramente
casualizado, com os tratamentos dispostos em esquema fatorial 2
(IRRIGACAO= irrigado e nio irrigado X POSICAO = Leste e Oeste) com seis

repeticoes (plantas). As variaveis analisadas no ramo foram: niumero de frutos
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(NF), area de parede celular (APC, %, 4 campos por repeticdo), area do lamem
dos vasos (ALV, %, 4 campos por repeti¢dao), didmetro do ramo (DR, mm),
numero de vasos por mm® (NVmm™, 4 campos por repeti¢io), didmetro dos
vasos do xilema (4 campos por repeti¢do, leitura dos 10 maiores vasos e
utilizagdo da média).

Para tanto, foram realizados cortes anatdmicos na base dos ramos, a um
centimetro de distancia da inser¢do no ramo ortotropico, no sentido transversal,
com auxilio de um micrétomo de deslizamento utilizando navalha de ago tipo C,
do Laboratorio de Anatomia de Madeira do Departamento de Ciéncias Florestais
da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Em seguida, todos os cortes foram
submetidos a coloragdo com safrablau (solug¢do composta por dois tipos de
corantes: o azul de astra, que cora paredes celuldsicas em azul, e a safranina, que
cora paredes lignificadas, suberificadas e cutinizadas em vermelho) (Kraus &

Arduim, 1997).

3.2.1.2 Estudo dos frutos

Em relagdo aos frutos, uma vez coletados, foram realizados cortes
anatomicos na secdo transversal do pedunculo. Os cortes foram efetuados a mao
livre, com auxilio de laminas de barbear e inclusdo do material em peciolo de
imbatba, sendo estes submetidos a clarificagdo em solu¢do de hipoclorito de
sodio a 20% de produto comercial, por um periodo de trés a cinco minutos,
seguido de trés lavagens em agua destilada. Posteriormente, foram submetidos a
coloragdo com safrablau. Os cortes foram montados em Ilaminas
semipermanentes com agua glicerinada 50%.

Para o estudo dos frutos, o delineamento experimental foi em esquema
fatorial com trés fatores: irrigagdo (irrigado e ndo irrigado), posi¢cdo (Leste e

Oeste) e maturagdo (1=verde, 2=verde-cana, 3=cereja, 4=passa e 5=seco). As
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variaveis analisadas foram: numero de vasos do xilema (NV) e diametro de
vasos do xilema (DV).

A variavel DV foi constituida dos 10 maiores vasos do xilema e a
variavel NV foi constituida do total de vasos da se¢do transversal do pedinculo
do fruto, ambas obtidas dos pediinculos de 3 frutos por planta, sendo 3 plantas
para cada nivel de cada fator.

As mensuragdes anatomicas, tanto dos ramos quanto frutos, foram
realizadas no Laboratorio de Anatomia de Madeira do Departamento de Ciéncias
Florestais (UFLA), utilizando-se o sistema de concep¢do canadense WinCELL
Pro 2001, desenvolvido pela Régent Instruments (2004) para o estudo de células
do xilema, previamente calibrado de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

3.2.2. Experimento Il: Caracterizagdo do sistema vascular de frutos em

crescimento

Para este estudo, foram marcados ramos completamente floridos de
plantas ndo irrigadas, do surto de florescimento principal do ano de 2004
ocorrido no dia 28/09/04, para posterior acompanhamento do desenvolvimento
do xilema do pedunculo dos frutos durante o crescimento dos mesmos. Foram
coletados frutos em cinco épocas, ou seja, dias apos o florescimento (DAF),
entre o estddio chumbinho e o estaddio final de expansdo dos frutos. De cada
infrutescéncia foram separados o menor e o maior fruto, medido o didmetro na
secdo transversal dos frutos, o didmetro dos dez maiores vasos do xilema e
contado o nimero de vasos no pedunculo de cada fruto.

Assim, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
sete repeticdes e os tratamentos dispostos em esquema fatorial, com dois fatores:
DAF, com cinco niveis (51, 64, 97, 128 ¢ 155) e Tamanho, com dois niveis

(maior e menor). O diametro dos frutos foi medido com paquimetro. Foram
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escolhidos o maior e o menor fruto da infrutescéncia oriunda do mesmo surto de
florescimento. No croqui (Figura 2A do anexo) sdo representadas apenas as
plantas que continham os frutos coletados em cada época.

Os cortes anatomicos da se¢do transversal do pedunculo dos frutos, bem
como a instrumentagdo usada, foram os mesmos descritos para frutos no

experimento [.

3.2.3. Experimento Ill: Aspectos bioquimicos associados a eventos
reprodutivos do cafeeiro

Este estudo foi realizado em plantas ndo irrigadas nas quais foram
avaliadas as seguintes caracteristicas bioquimicas: Amido, agucares soliveis
(glicose, frutose, sacarose e acgucares soluveis totais (AST)), atividade de
invertases (invertase neutra do citosol (INC), invertase acida do vacuolo (IAV),
invertase acida da parede celular (IAPC) e sintase da sacarose (SUSY)).

Em cada uma das nove épocas foram coletados ramos de 5 plantas,
separados as folhas, as gemas ou frutos (quando tinha) dos ramos, constituindo 3
estruturas a serem analisadas: ramo, folhas e gemas/frutos. O material vegetal
foi coletado e rapidamente congelado em nitrogénio liquido para conservagdo da
composi¢do vegetal, sendo armazenado em ultrafreezer para posterior
liofilizagdo e moagem.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5
repetigdes, sendo os tratamentos dispostos em esquema fatorial 3x9 (3 niveis de
Estrutura — ramo, folha e gema/fruto e nove niveis de época — 1 a 9, explicadas
abaixo).

As avaliagdes bioquimicas foram feitas em trés fases distintas, as quais
estdo ilustradas na Figura 3. A Fase 1 ¢ caracteriza-se pelo estado de dorméncia
das gemas, pequeno tamanho, dificuldade de coleta de material para as analises

de gemas. O tamanho das gemas era menor ou igual ao apresentado na Figura 3,
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portanto ndo foram coletadas. Nesta fase foram avaliadas as Estruturas Ramo e
Folhas nas épocas 25/05/04, 24/06/04 e 20/07/04 (correspondentes aos dias
julianos 146, 176 e 202, respectivamente).

As avaliagdes nas gemas comecaram na Fase 2, caracterizada pelo
periodo de intenso crescimento das mesmas, que vai do inicio do entumecimento
até o inicio da abertura de pétalas. Nesta fase foram feitas determinagdes nas trés
estruturas, nas ¢€pocas 20/08/04, 31/08/04, 07/09/04, 15/09/04 e 22/09/04
(correspondentes aos dias julianos, 233, 244, 251, 259 e 266, respectivamente).

A ultima época de avaliagdo foi 16/11/04 (correspondente ao dia juliano
321), a propria Fase 3, na qual o tecido reprodutivo avaliado ja ndo foi mais

gema e sim fruto (Figura 1).

Fase 1 Fase 2 Fase 3

— - -
20107 20/08 22/09 16/11

FIGURA 1: Estadio fenoldgico que se encontravam os tecidos reprodutivos
avaliados no Experimento Ill. A Fase 1 abrange as épocas 146=25/05/04,
176=24/06/04 e 202=20/07/04 e as gemas estdo no estadio dormente. Na Fase
2 as épocas 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259=15/09/04 e
266=22/09/04 as gemas iniciam entumecidas e culminam no estadio
abotoado. Na Fase 3 compreende a época 321=16/11/04 que sao frutos em
estadio de expanséo.

Na Figura 2 s3o apresentados os dados meteoroldgicos do periodo
compreendido entre 15/05 a 26/11/04, no qual foram realizadas as coletas das
amostras do Experimento III e medido o potencial hidrico (Yw) das plantas. As

barras dos dados de Ww estdo posicionadas nas datas de coletas deste
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experimento. Nas trés primeiras épocas, ocorreram um periodo de média
amplitude térmica e chuvas esparsas. As quatro épocas seguintes (4, 5, 6, €7)
foram acompanhadas por baixa precipitagdo e alta amplitude térmica. A época 8
foi precedida por chuva (30mm) e média amplitude térmica. Seis dias depois,
ocorreu o principal surto de florescimento do ano (28/08), representado pelas
setas. A época nove foi caracterizada por um periodo chuvoso e com baixa
amplitude térmica. As observacdes do Ww estdo proximas de -0,8 MPa, ao longo
de todo o periodo, o que ndo caracteriza niveis elevados de deficiéncia hidrica,

pois os valores criticos para a cultura do cafeeiro sdo de -2,5MPa.
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FIGURA 2: Temperatura maxima e minima, precipitacdo e potencial
hidrico das plantas utilizadas no Experimento I1l. As épocas avaliadas no
experimento coincidem com as datas de avaliacdo do potencial hidrico, 1 a
9. A seta identifica o primeiro surto de florescimento (28/09/04) ocorrido na
area estudada. A fonte dos dados meteoroldgicos foi Estacdo Climatoldgica
Principal de Lavras, MG, 2004.
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3.2.3.1 Agucares soluveis

As analises de agucares soluveis foram realizadas de acordo com a
metodologia de Gardin et al. (2005) em cromatografo a gas da marca Shimadzu
GC-14B, com uma coluna do tipo Packed Column J. K. de 3,2mm de didmetro
por 2m de comprimento, empacotada com Silicone SE-52 Uniport HP 80/100
mesh.

Utilizou-se o detector de ioniza¢ao de chama (FID), ideal para analise de
carboidratos. As temperaturas do injetor e do detector foram de 200°C e a
velocidade do gés de arraste (nitrogénio) de Smm/min. O programa inicial de
temperatura do forno foi de 160°C, permanecendo nesta temperatura por 1
minuto, posteriormente subindo a 200°C, numa taxa de 4°C por minuto;
permaneceu nesta temperatura por 3 minutos, logo subindo para 280°C, numa
taxa de 20°C por minuto, na qual permaneceu até o final da corrida, que ocorria
apos 25 minutos.

Para calibragdo do aparelho, apds a injegdo dos padroes com
concentracdes conhecidas, registrou-se o tempo de retencdo de cada agucar
(padrdo interno pentaeritritol 4’6°’, frutose 10’5, a-glicose 13’5, B-glicose
15’6, sacarose 22°0°’) e corrigiram-se os valores lidos para as concentragdes
conhecidas injetadas no cromatografo.

Pesaram-se de 300 a 500mg de tecido seco e moido, incubou-se a 80°-
85°C, por 5 minutos, em 5SmL de etanol 80% para a extracdo dos agucares.
Misturou-se o conteudo e centrifugou-se por 10 minutos, a 3000rpm, separando-
se o sobrenadante. Ressuspendeu-se novamente o precipitado em 10mL de
etanol 80% e misturou-se, repetindo-se o processo de centrifugacdo, juntando-se
ao sobrenadante da primeira centrifugacdo. Posteriormente, evaporou-se o
sobrenadante a 45°C, em rotavapor R-114 da marca Biichi, até ndo existir mais

alcool.
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As amostras foram purificadas em resinas de troca i6nica IR120
(catidbnica H+), para eliminar aminoacidos e IR400 (anidénica OH-), para
eliminar os acidos organicos. Ainda, para precipitacdo e remog¢ao de proteinas,
as amostras foram adicionadas de 4,8mL de ZnSO; 0,5N (5%) e 5SmL de
Ba(OH), 0,33N (5%), os quais tém um pH 4cido e béasico, respectivamente e,
quando misturados, devem produzir um pH 7,0. Apos decantar, filtrou-se o
sobrenadante com papel filtro nimero 2 e completou-se o volume para 50mL.

Destes 50mL, foram retirados 20mL e colocados em cadinho de
porcelana para secar em chapa quente, a 160°C. Quando estava quase todo
evaporado, eram transferidos para vidros de injecdo, adicionando-se 1mL de
pentaeritritol (na concentragdo de Img/mL, aclicar padrio interno do
cromatografo), retornando para a chapa quente (120°C) até a completa secagem,
tendo o cuidado de ndo queimar os agucares. Depois, conservou-se em local seco
(dessecador com silica gel) por, no minimo, 24 horas.

Apoés a secagem, antes da inje¢do dos agucares no cromatografo, foi
realizada a derivatizacdo dos agtcares pelo método do HMDS-TMCS. O método
baseia-se na reagdo entre o grupo OH da molécula que se pretende derivatizar
com uma mistura de HMDS (hexamethyldisilazane) e TMCS
(trimethylchlorosilane) e um solvente apropriado (piridina). Os vidros de injeg¢ao
contendo dos agticares sdo dissolvidos acrescentando-se 1mL de piridina (dentro
de uma capela, cdmara de exaustdo) e derivatizados com 200ul de HMDS e
100ul de TMCS. A reacdo produz um éter contendo o grupo trimetilsilil (TMS)
e o radical originalmente preso ao grupo OH a ser derivatizado, e um sal (cloreto
de aménio), o qual precipita e nao interfere na reacdo ou na andlise
cromatografica. Esperou-se decantar por 30 minutos e efetuou-se a injecdo no
cromatografo.

Injetam-se no cromatografo 2ul do analito e os agucares sdo detectados

nos FIDs, processados por um integrador e expressos em mg, conforme
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cromatograma da Figura 1. Foi realizada a correcdo de dilui¢do para que os

resultados fossem expressos em miligramas por grama de matéria seca (mg.g

MS™).
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3 13.561 197829 2 e-Clicose
4 15811 157375 2 B-Clicose
5 22.008 214767 2 Sacarose
f6.413 TA0316 12 Taotal

FIGURA 3: Cromatograma de andlise de aclcares sollveis em tecido
vegetal de cafeeiro. Os picos sdo: pentaeritritol, frutose, a-glicose, b-glicose,
sacarose, respectivamente.

3.2.3.2 Amido

Os carboidratos soluveis foram extraidos pela homogeneizacdo de
500mg tecido vegetal em 4 mL do seguinte tampao: fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,0, PVPP (polivinil poli pirrolidona) 1 mM, acido ascorbico 20 mM e

NaCl2 200 mM, seguida de centrifugacdo, a 20.000 g, por 20 minutos, a 4°C e
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coletado o sobrenadante. O processo era realizado mais duas vezes e os
sobrenadantes combinados (do sobrenadante podem-se determinar os agucares).

Para extragdo do amido, o pellet foi ressuspendido com 6mL do tampao
acetato de potassio 200 mM, pH 5,5 e colocado em banho-maria (100°C), por 5
minutos.

Em seguida, foram adicionados 2mL do preparado da enzima
amiloglucosidase, contendo 12,6 unidades, incubando-se em banho-maria, a
40°C, por 2 horas. Posteriormente, o material foi centrifugado a 20.000g por 20
minutos, o sobrenadante foi coletado e o volume completado para 10 mL e

quantificado pelo método da antrona (Diche, 1962).

3.2.3.3 Invertases

A extracdo e a incubacdo das invertases soluveis (INC = invertase neutra
do citosol, IAV = invertase acida do vacuolo) foram realizadas conforme
descrito por Zeng et al. (1999) e da invertase insoluvel (IAPC = invertase acida
da parede celular), segundo Cazetta et al. (1999), com algumas modificagdes.

A extragdo da invertase neutra do citossol (INC) e da invertase acida do
vacuolo (IAV) foi realizada com meio extrator constituido de tampao HEPES —
100 mM - ajustando-se o pH para 7,5, PMSF (phenyl methyl sulfonyl fluoride) —
1 mM, MgCI2 — 10 mM, DTT (ditiotreitol) — 1 mM, acido ascérbico — 100 mM,
PVPP (polivinil pirrolidona) 10% p/v, 2-mercaptoetanol 3,2 mM e agua. O
material solido (pellet) foi reservado para a extragdo da invertase da parede
celular (IAPC), a qual foi realizada com tampao de extracdo constituido de
tampao citrato de sodio — 200 mM — ajustando-se o pH para 4,8, PMSF — 1 mM,
MgCl, — 10 mM, ditiotreitol (DTT) — 1 mM, acido ascorbico — 100 mM, NaCl —
1 M e agua.

Depois de proceder a extragdo das trés enzimas invertases, o extrato foi

adicionado a um meio de incubacdo. O meio de incubagcdo da INC foi
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constituido de tampao fosfato de potassio 100 mM — ajustado o pH para 7,5,
MgCl, — 10 mM e sacarose — 200 mM. Ja os meios da IAV e da IAPC foram
constituidos de tampao citrato de s6dio 200 mM — pH 4,8, MgCl, — 10 mM e
sacarose — 200 mM. A temperatura de incubacao foi de 37°C.

As amostras foram adicionadas de NaOH 1N, 150uL para INC e 300pL
para [AV e IAPC, com a func¢do de parar a reagdo enzimatica. A quantificagdo
da atividade das enzimas foi realizada pelo método do acido dinitrosalicilico

(DNS) (Miller, 1959).

3.2.3.4 Sintase da sacarose (SUSY)

A sintase da sacarose foi avaliada no sentido da degradacdo da sacarose,
considerando que a enzima exerce também a sintese. A extragdo foi realizada
com meio extrator constituido de HEPES 50mM pH 7,0, MgCl, 5SmM, DTT
(ditiotreitol) 2mM, EDTA dissédico 1mM, acido ascoérbico 100 mM e PVPP
10% p/v. O meio de incubagdo foi constituido de tampao MES 100mM pH 6,0,
UDP 5mM e sacarose 300mM. A incubagdo foi realizada por 40 minutos, a
temperatura de 37°C. A atividade da SUSY foi quantificada pelo método do
acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959).

3.3.  Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas de acordo com o delineamento
de cada experimento, com auxilio do Software R. Apds a verificagdo da
significancia dos efeitos dos diferentes fatores, foram utilizadas, no caso de
niveis quantitativos, analises de regressdo e, para a comparagdo entre médias,
quando havia mais de dois niveis para o fator qualitativo, foram construidos
intervalos com 95% de confianga. As hipoteses de nulidade para os coeficientes
de correlagdo foram testadas com o teste "t" de Student, conforme Steel e Torrie

(1980).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1, Experimento I: Efeito da irrigacdo e posicdo na planta nas
caracteristicas anatémicas dos ramos e dos frutos do cafeeiro

4.1.1. Caracteristicas dos ramos

Na Figura 4 é apresentado um conjunto com quatro imagens do ramo,
obtidas com o programa Wincell. As areas pretas correspondem a area de parede

celular e, em branco, a area de limem, as quais sdo expressas em porcentagem.

FIGURA 4: Imagens do ramo de cafeeiro, obtidas de Iaminas
microscopicas com o auxilio do software Wincell Pro 2001. Cada imagem
corresponde a uma posicao distinta do ramo.

Na Figura 5 ¢ apresentada a associagdo entre as variaveis APC e ALV,

assim como um histograma mostrando a distribui¢ao de freqiiéncia dos dados
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para as duas variaveis. Observa-se que a APC varia entre 84% e 96% e que a
ALV varia de 4% a 16% da area do ramo. A associacdo das variaveis sO ¢
afetada por algum evento que influencie nas caracteristicas do ramo, tais como
rachaduras e danos mecanicos, portanto, pode-se verificar a alta associacao entre

as variaveis.
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FIGURA5: Relagéo entre a area de parede celular e a area do limem dos
vasos (%0).

Na Figura 6 ¢ apresentado o resultado para a varidvel area de parede
celular (APC) (efeito APC: F(1, 92)=11,864, p=0,0008). Observa-se um
aumento significativo da APC na posigdo Leste, quando passa do nivel irrigado
para o nao irrigado do fator Irrigacdo. A média, o minimo, 0 maximo e o desvio

padrio para a variavel APC foram, respectivamente, 91, 84, 96 ¢ 3%.
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FIGURA 6: Efeito da interagdo irrigacdo vs posicdo, para a variavel area
de parede celular. As barras verticais representam o intervalo de 95% de
confianga.

Na Figura 7 ¢é apresentado o efeito da interagdo irrigagdo vs posigdo para
a variavel area do limem dos vasos (ALV) (efeito ALV: F(1, 92)=11,864,
p=0,00086). Pode-se observar uma diminui¢do nas areas dos limens dos vasos
na posi¢do oeste quando passa do nivel irrigado para o ndo irrigado do fator
irrigagdo. A média, o minimo, o maximo e o desvio padrdo para a variavel ALV

foram, respectivamente, 9, 4, 16 ¢ 3%.
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FIGURA 7: Efeito da interagéo irrigagdo vs posicdo para a variavel area
do limem dos vasos. As barras verticais representam o intervalos com 95%
confianga.

Na Figura 8 sdo apresentados os resultados da interagdo irrigagdo vs
posicdo referente & variavel nimero de vasos.mm™ (NVmm™) (efeito NVmm™:
F(1, 92)=4,5453, p=0,036). Como se observar no nivel irrigado do fator
irrigagdo, ocorreu um aumento do NVmm™ ao passar do nivel leste para oeste do
fator posicao.

A média, o minimo, o maximo e o desvio padrdo para a variavel
NVmm™ foram, respectivamente, 154, 34, 467 ¢ 89 NV.mm™>. Estes valores sdo
classificados, segundo IAWA Comittee (1989), como muito numerosos, ou seja,

. 2 . , .
acima de 40 NV.mm™ para xilema secundario.
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FIGURA 8: Efeito da interacdo irrigacdo vs posicdo para a variavel
ndmero de vasos.mm™. As barras verticais representam o intervalo de 95%
de confianca.

Na Figura 9 ¢é apresentada a correlagdo negativa entre as variaveis
NVmm™ e didmetro de vasos (DV), a qual ¢ explicada pela seguinte equagio
linear: NVmm™ = 366,56 — 7,94 * DV (p<0,000, r= -0,754). Interpretando-se a
equagdo, pode-se dizer que a cada micrémetro de aumento no didmetro dos
vasos do xilema do ramo ocorre um decréscimo de 7,94 vasos neste ramo. A
média, o minimo, o0 maximo e o desvio padrido para a variavel didmetro dos

vasos foram, respectivamente, 23, 8, 55 ¢ 7,5.
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FIGURA 9: Relagdo entre o nimero de vasos.mm™ e o didmetro de vasos
do xilema de ramos de cafeeiro (r=-0,754, p<0,000 pelo teste t de Student,
n=96).
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4.1.2. Caracteristicas dos frutos

Nas Figuras 10 e 11 sdo mostradas imagens de tecidos do cafeeiro, nas

quais foram medidos os didmetros e contados os vasos do xilema.

FIGURA 10: Vasos do xilema do pedunculo de frutos de cafeeiro. A seta
branca continua aponta para um vaso com paredes celulares normais,
enguanto que, a seta pontilhada, enfatisa o espessamento da parede celular
pela deposicéo de parede secundéria.
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FIGURA 11: Disposigé ds Vasos " xilema (seta conl'ua) e de vaos do
floema (seta pontilhada) de frutos de cafeeiro, cultivar Topéazio.

Os resultados apresentados na Figura 12 mostram que os fatores
irrigagdo e posi¢ao na planta ndo influenciaram no ntimero de frutos (NF) por
ramo. Ndo ocorreu diferenga significativa, pelo teste de F, a 5% de
probabilidade (efeito NF: F(1,20)=3,6955, p=0,068) (Tabela 8A do anexo).
Como se pode observar, os tratamentos irrigado leste (IL), irrigado oeste (IO),
ndo irrigado leste (NIL) e nfo irrigado oeste (NIO) apresentaram 18,66, 17,83,

14,83 ¢ 19,83 frutos por ramo, respectivamente.
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FIGURA 12: Interagdo irrigagdo vs posi¢cdo para a variavel numero de
frutos. As barras verticais representam intervalos de 95% de confianca.

Na Figura 13 ¢ apresentada uma aproximag¢ao da distribui¢ao normal do
numero de frutos (média de 6 repetigdes) por estadio de maturagdo nos diversos
tratamentos. Pode-se observar, pela linha pontilhada da distribuicdo normal, que
ndo houve influéncia da irrigagdo na maturacdo dos frutos, no entanto, a posi¢ao
leste apresentou uma menor variacdo no grau de maturagdo. Esta variagdo pode
ser quantificada atribuindo-se um valor para cada estadio de maturacao, ou seja,
1 para verde, 2 para verde-cana, 3 para cereja, 4 para passa ¢ 5 para seco ¢
determinando-se uma medida de tendéncia central (média) ¢ uma medida de
variacdo (desvio padrdo). A média daria uma medida do grau de maturagéo e,
quanto maior, mais avancado estaria o estadio maturagdo dos frutos. O desvio

padrido daria uma medida de variagdo ou uniformidade de maturacdo e, quanto
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menor, mais uniforme estaria a maturacdo dos frutos. Dessa forma, os

tratamentos teriam os seguintes valores:

Irrigado leste (IL): média = 4,02 e desvio padrdao = 0,999
Irrigado oeste (I0): média = 3,62 e desvio padrdo = 1,293

Nao irrigado leste (NIL): média = 3,79 e desvio padrao = 1,13
Nao irrigado oeste (NIO): média = 3,66, desvio padrao = 1,197

Os valores mencionados anteriormente permitem inferir que o

tratamento IL apresenta maior grau de maturagdo, seguido pelos tratamentos

NIL, NIO e IO e o tratamento IL apresenta maior uniformidade de maturagdo,

seguido pelos tratamentos NIL, 10 e NIO.
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FIGURA 13: Distribuicéo de frequiéncia do namero de frutos por estadio de
maturacéo, nos diversos tratamentos. VC= estadio verde-cana.

Na Figura 14 sao apresentados os dados referentes a variavel niimero de

vasos (NV) em funcdo do estadio de maturacdo e condig¢do de irrigagdo, a qual
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mostra um aumento significativo do NV no pedtnculo dos frutos com o aumento
do grau de maturagao dos frutos (MF).

As equagodes exibidas abaixo resultaram da aplicagdo de um modelo
linear em dados de numero e didmetro de vasos do xilema de frutos, coletados
no campo, em condi¢des experimentais, sujeitos aos diversos fatores biodticos e
abidticos. Estes fatores proporcionam uma grande variacdo em diversas analises
e muitas vezes torna dificil de explicar numericamente esta variacdo em
fendmenos bioldgicos, pois diminuem o coeficiente de determinacdo quando se
aplica uma regressdo. No entanto, devido a grande quantidade de observagoes
(180 para numero de vasos e¢ 600 para didmetro de vasos) isto se torna
desprezivel. Portanto, sera considerada a significancia observada na analise de
varidncia (colocada em anexo). Foram colocados as linhas dos modelos ¢ nao
serdo colocados os pontos de observagdes, devido ao grande nimero, o que
tornaria o grafico muito poluido.

As equagdes que explicam o modelo sdo:

NV (Irrigado) = 23,26 + 0,678 * Estadio de Maturagdo

NV (Nio Irrigado) = 24,53 + 0,214 * Estadio de Maturagdo
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FIGURA 14: Namero de vasos do xilema do pedunculo dos frutos, por

estddio de maturacdo. A representacdo numeérica do eixo das abscissas
corresponde aos estaddios verde, verde-cana, cereja, passa € Seco,
respectivamente.

Na Figura 15 s3o apresentados os resultados referentes a variavel
diametro de vasos no pedunculo dos frutos. Pode-se observar uma diminui¢ao
gradativa no diametro dos vasos do xilema com o aumento do grau de maturagao
dos frutos nos diversos tratamentos. As equagdes que explicam o modelo so:

DV (Irrigado Leste) = 14,172 - 0,3907 * Estadio de Maturagao

DV (Irrigado Oeste) = 12,962 - 0,1274 * Estadio de Maturagdo

DV (Nao Irrigado Leste) = 12,621 - 0,0684 * Estadio de Maturagao

DV (Néo Irrigado Oeste) = 12,6387 - 0,27 * Estadio de Maturagdo
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FIGURA 15: Diametro de vasos do xilema por estadio de maturacdo. A

representacdo numérica do eixo das abscissas corresponde aos estadios
verde, verde-cana, cereja, passa e seco, respectivamente.

Estes dados mostram que os frutos que estdo em estadios mais
avancados de maturacdo apresentam um maior numero de vasos ¢ esta
caracteristica pode ter sido determinante para que a maturagdo ocorresse mais
rapidamente. Assim, frutos com um maior numero de vasos atingem o seu
tamanho potencial mais rapidamente, entrando em um processo de maturacdo
mais cedo. O maior numero de vasos proporciona maior fluxo hidrico para a
expansdo celular por ocasido do crescimento dos frutos. Tendo os frutos,
chegado ao seu tamanho méximo, conferido geneticamente, entram no processo
de amadurecimento. Posteriormente, com o aumento da espessura das paredes
celulares que ocorre com o crescimento dos frutos, pode haver interrupg¢ao ou

diminuigdo brusca no fluxo hidrico para os frutos, acarretando o seu secamento.

45



O ramo do cafeeiro, cultivar Topazio, nas condigdes experimentais, apresentou
vasos do xilema numerosos e pequenos (de acordo com a classificacdo do
AIWA Committe, (1989)). Essa condi¢do, de tamanho reduzido de vasos,
segundo Tyree & Sperry (1989), pode provocar uma redugao da condutividade
hidraulica do ramo.

Nesse sentido, Zimmermann & Jeje (1981) afirmam ser possivel que
vasos de comprimentos curtos, os quais sdo associados a pequenos didmetros
dos vasos, podem contribuir para reduzir a condutividade hidraulica e, com isso,
reduzir o crescimento. A diminui¢do da condutividade do xilema pode ocorrer
devido ao embolismo e, com isso, contribuir para reduzir o fluxo hidrico através
do ramo (Schultz & Matthews, 1988). Ao mesmo tempo, pode induzir o
fechamento estomatico, com o objetivo de evitar o aparecimento de embolismo e
limitar a transpiracdo (Sperry, 1986), diminuindo as taxas de crescimento da
planta.

Sabe-se, atualmente, que o movimento da agua das raizes para a
atmosfera ¢ também controlado pela condutincia hidraulica dos ramos
pertencentes a essa rota hidrica. Mas, tradicionalmente, a condutancia estomatica
e a condutividade radicular t€m sido consideradas as principais caracteristicas
controladoras do fluxo hidrico nas plantas. No entanto, a eficiéncia do sistema
de transporte de agua (dos vasos de xilema nas angiospermas) pode também
afetar significativamente o movimento da dgua pela limitagdo da condutividade
imposta (Tyree & Ewers, 1991) e, talvez, pela regulacao da distribui¢do para as
folhas de sinais quimicos provenientes da raiz (Davies & Zhang, 1991; Davies et
al., 1994). A condutividade no xilema ¢ determinada pela estrutura e pelo
tamanho dos seus vasos (Schults & Matthews, 1993; Tyree & Ewers, 1991) e
pela sua eficiéncia em conduzir o fluxo, o qual pode ser afetado pela presenca de

embolismo (Tyrre & Sperry, 1989).
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Em trabalhos com cafeeiros utilizando irrigagdo e avaliando o
crescimento dos ramos, foi observado que, apesar de a regidao Sul de Minas ser
considerada climatologicamente livre de déficit hidrico para o cafeeiro, a
irrigagdo  proporcionou um crescimento mais acentuado dos ramos
plagiotropicos e, com isso, maior didmetro de copa, tanto nos sistemas
adensados de plantio quanto em sistemas tradicionais (Carvalho et al., 2006).

Segundo Davies et al. (2000), existem consideraveis evidéncias na
literatura de que o crescimento dos ramos e as trocas gasosas na planta podem
ser limitados por sinais hidraulicos e quimicos, como efeito da seca no solo.
Nesse sentido, Lovisolo & Schubert (1998), trabalhando com videiras irrigadas e
ndo irrigadas, verificaram maior crescimento dos ramos nas plantas irrigadas e,
juntamente com estes resultados, mediram maior condutividade hidraulica nas
plantas irrigadas e maior didmetro de vasos do xilema nestes ramos. Ainda, a
restricdo no suprimento de agua a partir do solo resulta em déficit hidrico no
ramo e essa resposta pode limitar o seu crescimento € o seu funcionamento
(Kramer, 1983). Portanto, condi¢des que reduzem o crescimento da planta
diminuem a condutividade hidraulica no ramo pela indugdo do desenvolvimento
de vasos do xilema com didmetro menor (Nijsse et al., 2001). Duas condigdes
causam este comportamento: o sombreamento (Schultz & Matthews, 1993) ¢ o
estresse hidrico (Lovisolo & Schubert, 1998), os quais ocorrem no cafeeiro,
principalmente o auto-sombreamento ¢ o estresse na época de seca (abril a
setembro).

Foi encontrada correlacdo negativa significativa (r=-0,754, p=0,000)
entre o numero de vasos.mm™ e o didmetro de vasos (Figura 9). Isso indica que
quanto maior o nimero de vasos.mm™ numa determinada area do xilema de um
ramo de cafeeiro, menor é o didmetro médio destes vasos.

Os diametros de vasos mais freqiientes medidos em ramos de cafeeiro

estavam na faixa de 13 a 27um (Figura 15). Estas medidas caracterizam vasos
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extremamente pequenos ¢ as medidas de freqii€ncia comentadas anteriormente
demonstram que sio muito numerosos (acima de 40 vasos de xilema.mm?).
Plantas com vasos de didmetros pequenos, mesmo que sejam NUMErosos,
implicam em menor condutividade, quando comparadas a plantas com vasos de
diametros maiores. Confirmando esta afirmativa, a Lei de Hagen-Poisseuille
demonstra que um conduto com 256 vasos com diametro de 1 unidade tem a
mesma capacidade de fluxo que 1 vaso com didmetro quatro vezes maior, ou
seja de 4 unidades (Rice & McArthur, 2004).

Os resultados para nimero de vasos na se¢do transversal do pedinculo
dos frutos indicam tendéncia de aumento do numero de vasos com o aumento do
grau de maturagdo dos frutos, de verde para seco (Figura 14). Sabe-se que
caracteristicas, como o numero, didmetro e comprimento dos vasos do xilema,
influenciam na condutividade hidraulica na rota ramo-fruto (Tyerman et al.,
2004). Estes resultados indicam que o maior nimero de vasos poderia ter
promovido um crescimento mais acelerado dos frutos (verificado no
experimento Il deste estudo), fazendo com que estes atingissem o seu
crescimento potencial mais cedo e, com isso, possivelmente, iniciassem o
processo natural de maturagdo mais cedo, quando comparados com frutos de
menor numero de vasos. Ainda, frutos oriundos de floradas diferentes poderiam
atingir a maturacdo em momentos diferentes. Ou seja, frutos oriundos das
primeiras floradas poderiam atingir o estadio seco mais cedo que frutos oriundos
de floradas posteriores. Neste sentido, ¢ possivel afirmar que gemas em estadio
mais avancado de desenvolvimento tém o tecido vascular do xilema mais
desenvolvido que gemas em inicio de desenvolvimento, conforme demonstrado
por Crisosto et al. (1992), em seu estudo com cafeeiro.

Em frutos ocorre desenvolvimento do xilema secundario, sendo este
afetado por fatores ambientais e hormonais. O impacto que o ambiente exerce

sobre a atividade cambial reflete na diferenciacdo das células do xilema
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secundario, podendo modificar sua estrutura e suas propriedades (Costa et al.,
2004). Os mesmos autores relatam que fatores como seca inundagdo, altitude,
latitude e constituicdo do solo podem alterar significativamente a estrutura
anatomica do xilema secundario. O periodo de seca em cafeeiro ocorre de abril a
setembro e uma exposicao diferenciada a seca poderia levar ao desenvolvimento
diferencial do xilema.

Diante do exposto, foram verificadas evidéncias da contribuicdo do
xilema no desenvolvimento assincronico dos frutos do cafeeiro e que as
diferencas na constituicdo do xilema dos frutos se formam nas primeiras fases do
desenvolvimento das gemas do cafeeiro.

Ainda, a diminui¢do do diametro do limen dos vasos verificada neste
estudo, devido ao processo de formagdo de parede secundaria, pode limitar o
fluxo do xilema. Mas, por que os cafeeiros interromperiam ou diminuiriam o
fluxo para os frutos? Possivelmente, este aumento de espessura da parede
secundaria afetaria o secamento dos frutos por ocasido da maturagdo. Em apoio
a esta hipotese, Lang & Diiring (1991) relatam que os processos de lignificacao
dos vasos do xilema dos frutos podem provocar a interrup¢do ou a reducdo do
fluxo do xilema (Lang & Diiring, 1991). Evidéncias indicam que células do
xilema lignificadas de pedunculos de videira na fase final do crescimento dos
frutos interrompem o fluxo pela ruptura da continuidade do xilema (Coombe &
McCarthy, 2000). Isso implica que, apds o amadurecimento da baga da videira,
o crescimento pode ser fisicamente restrito, até que outro aspecto permita que o
desenvolvimento continue. Este processo observado em frutos de cafeeiro
necessita ser sistematicamente estudado.

Em hipétese, o periodo de baixa disponibilidade de agua que ocorre nos
meses de abril a setembro pode induzir embolismo nos vasos do xilema,
induzindo os frutos & maturagdo. Nesse sentido, Tyerman et al. (2004)

realizaram medidas diretas da condutividade ao longo do caminho pedunculo-
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baga, em variedades de uva Shiraz e Chardonnay. Estes autores concluiram que,
para ambas as variedades, ocorre um progressivo declinio na condutividade
entre 0 65° ¢ 0 95° dia apds o florescimento e sugerem que a redugdo observada
na condutancia pode ser uma combinac¢do da restricdo do xilema e reduzida
presenca ou atividade de aquaporinas.

Sinais da raiz podem ser enviados para os frutos, influenciando o seu
desenvolvimento. Mudangas desenvolvidas na conec¢do hidraulica e,
conseqiientemente, quimica entre o ramo e o fruto s2o ainda pouco estudadas
(Davies et al., 2000). Recentemente, porém, a arquitetura hidraulica neste local
tem sido elucidada e as idéias de sinais transmitidos da raiz para o ramo esto
sendo estendidas para uma consideragdo de mecanismos sinalizando de ramo
para fruto (Davies et al., 2000). A capacidade de sinais transmitidos pela raiz
restringir o crescimento de frutos, de forma como no resto da planta, pode
depender de um niimero de fatores, como a capacidade deste sinal de penetrar no
local de acdo nos frutos. Para o desenvolvimento completo do fruto do tomate, é
necessario que este receba um grande suprimento de agua via floema. Pois,
sinais transmitidos via xilema podem chegar ao fruto somente no inicio do
desenvolvimento (mas podem ndo penetrar) e, entdo, serem percebidos mais
tarde. Isso potencialmente explica o reduzido efeito no tamanho do fruto e
producao, relativa as partes vegetativas da planta (Davies et al., 2000). O mesmo
autor ainda relata que a seca parcial da raiz tem sido bem sucedida em videira e
em tomate porque os frutos dessas plantas podem ser particularmente isolados
do xilema do resto da planta. Exemplo disso pode ser o restrito encolhimento ou
o inchago do fruto quando o estado hidrico da planta ¢ manipulado.

Sdo necessarios mais estudos no intuito de evidenciar os motivos que
afetam o crescimento ¢ a maturacdo diferencial dos frutos do cafeeiro. Bondada
et al. (2005) demonstram que o os elementos condutores do xilema, tanto axial

quanto periféricos, continuam intactos e aparentemente funcionais durante o
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desenvolvimento da baga da uva. No entanto, o consenso ¢ que o xilema pds-
matura¢ao ndo seja funcional. Estes pesquisadores ainda sugerem que, apos a
completa expansdo dos frutos e maturagdo, a interrup¢do do fluxo pode ser
devido a formacao de embolia no xilema. Tyerman e seus colegas de trabalho
sugerem que a diminui¢do do fluxo por ocasido da maturagao pode ser resultado
de um efeito conjunto do apoplasto (ruptura do xilema) e simplasto

(aquaporina/condutividade hidraulica da membrana) (Tyerman et al., 2004).
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4.2. Experimento Il: Caracterizacdo do sistema vascular de frutos em
crescimento

Na Figura 16 sdo apresentadas as curvas de crescimento dos frutos em
funcdo dos dias apos o florescimento (DAF), nos dois tipos de frutos (maior e
menor). Nos frutos do grupo “maior”, o maximo crescimento (10,5 cm de
diametro) foi atingido aos 130 DAF enquanto que, nos frutos do grupo “menor”
(8,5 cm de diametro), aos 127 DAF.

Como esperado, o tamanho “menor” mostrou uma curva com diametros
de frutos significativamente menores que o tamanho “maior” (anova em anexo)
mas, como a antese desses frutos foi no mesmo dia, o que proporcionou este
crescimento diferenciado em frutos de mesma infrutescéncia? A diferenga no
numero de vasos dos seus pedunculos? A diferenga no diametro de vasos nos
seus pedunculos? Estas duas variaveis atuando de forma conjunta?

As equagdes que definem o modelo de crescimento dos didmetros dos
frutos (DF) em fun¢@o dos DAF estdo descritas a seguir:

DF “maior” = -8,1583 + 0,2865 * DAF-0,0011* DAF?; R*= 0,941

DF “menor” = -10,9647+0,3057 * DAF-0,0012 * DAF*; R*= 0,936
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FIGURA 16: Crescimento em diametro dos frutos de cafeeiro, dias apds o
florescimento (DAF).

Na Figura 17 sdo apresentados os resultados para a variavel nimero de
vasos de xilema na se¢do transversal do pedunculo dos frutos, por tamanho e
DAF. Observa-se que, para ambos os tamanhos (maior e menor), houve um
aumento progressivo no numero de vasos no pedunculo destes frutos, a medida
que estes foram se expandindo. As equacdes que expressam este comportamento
sdo mostradas a seguir:

NV “maior” = -11,7831 + 2,69 * DAF; R*=0,78.

NV “menor” =-29,472 + 2,36 * DAF; R’= 0,68.

Observa-se que o nimero de vasos aumenta com o tamanho dos frutos e,
para os frutos “menor”, atinge o ponto maximo aos 160 DAF, com 310 vasos no
seu pedunculo. Os frutos “maior” aos 160 dias, apresentam 419 vasos no

pedunculo. Esta quantidade de vasos, sem duvida, permite melhor condicdo de
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aporte hidrico para os frutos “maior”’, na mesma infrutescéncia, quando

comparados aos frutos “menor”. Os frutos “maior” apresentaram maior nimero

de vasos que os frutos “menor”, durante todo o periodo de analise.
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FIGURA 17: Numero de vasos do xilema na secdo transversal do peddnculo
dos frutos de cafeeiro, dias apés o florescimento.

Na Figura 18 sdo apresentados os resultados para a variavel didmetro de

vasos do pedunculo dos frutos (DV), em funcdo dos DAF, os quais estdo

representados pelas seguintes equagdes de regressao:
DV “maior”= -2,4995 + 0,2357 * DAF - 0,001x DAF*; R*=0,803
DV “menor”=-3,6172 + 0,2445 * DAF - 0,001 x DAF?; R>=0,745
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FIGURA 18: Diametro de vasos do xilema da secdo transversal do
pedunculo dos frutos, dias ap6s o florescimento.

Os frutos de tamanho “maior” na infrutescéncia atingem o méximo de
diametro aos 117,8 DAF, enquanto os frutos “menor” atingem o maximo de
diametro aos 122,2 DAF (Figura 16). Apos atingirem o pico, observa-se uma
tendéncia a diminui¢ao no diametro dos vasos nos dois tamanhos de frutos. Esta
diminui¢do no didmetro pode provocar uma restricdo no aporte de agua aos
frutos.

Na Figura 19 observa-se que foi encontrada correlagao positiva (r=0,82)
entre o diametro dos frutos e o didmetro de vasos (DV), de acordo com a
seguinte equacdo linear abaixo:

DF =-4,2849 + 1,1767 * diametro de vasos
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FIGURA 19: Correlagdo entre o didmetro do fruto (mm) e o didmetro de

vasos (um) do pedunculo dos frutos de cafeeiro (r= 0,82, p<0,000 pelo teste t
de Student, n=70).

Da mesma forma, foi encontrada correlagdo positiva (r=0,84) entre o
diametro do fruto e o nimero de vasos do xilema do pedunculo dos frutos, de

acordo com a equacdo linear abaixo:

DF =1,9805 + 0,0218 * numero de vasos
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FIGURA 20: Correlagdo entre didmetro de vasos da secdo transversal do

pedunculo dos frutos (um) e diametro de frutos (mm) cafeeiro (r= 0,84,
p<0,000 pelo teste t de Student, n=70).

Na Figura 21 é mostrada a correlagdo entre nimero de vasos € o
diametro dos vasos da segdo transversal do pedunculo dos frutos do cafeeiro.
Esta correlagdo ¢é positiva e explicada pela seguinte equagéo:

Numero de vasos = -144 + 39,02 * diametro do vaso, r=0,70.
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FIGURA 21: Correlagdo entre numero de vasos e o didmetro dos vasos
(um) da secdo transversal do pedunculo dos frutos (r= 0,70, p<0,000 pelo
teste t de Student, n=70).

Resultados distintos foram encontrados para nimero ¢ didmetro de vasos
durante o crescimento dos frutos de cafeeiro. Para ambos os tamanhos de frutos
foram verificados aumento progressivo do nlimero de vasos, mas 0 mesmo nao
aconteceu com o diametro, o qual estabilizou o aumento durante o crescimento
dos frutos. O crescimento dos frutos e da planta como um todo se da por divisao
e alongamento celular e a agua estd diretamente envolvida nesses dois processos.
Rogiers et al. (2001) relatam que a agua necessaria ao alongamento ¢ a
transpiracdo da maioria dos 6rgdos entra geralmente pelo xilema. No entanto,
em frutos carnosos, xilema e floema participam do transporte de 4gua e alternam
sua participagdo dependendo do estadio de desenvolvimento do fruto. Em alguns

frutos jovens, o floema ¢ a fonte dominante e em outros frutos, tais como
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tomate, maca, kiwi e uva, ha uma clara reducao na proporgao de dgua que entra
no fruto pelo xilema quando o fruto amadurece (Rogiers et al., 2001).

As correlagdes positivas encontradas (Figuras 19 e 20) entre o didmetro
de vasos e o diametro de frutos e entre o nimero de vasos e o diametro dos
frutos evidenciam a importancia dessas duas caracteristicas do xilema para o
crescimento dos frutos do cafeeiro.

Possivelmente, as diferencas no sistema vascular do xilema ja ocorrem
em estadios de desenvolvimento anteriores a primeira época utilizada neste
trabalho, tornando importante o estudo dos fatores ndo genéticos, que
influenciam efetivamente no numero e didmetro de vasos do xilema, no intuito
de melhorar o crescimento desses frutos. Crisosto et al. (1992) demonstraram
distinta diferenca nos tecidos do xilema nos estadios 3 ¢ 4 das gemas do
cafeeiro. Neste caso, se ndo ocorrer uniformiza¢do do niimero e tamanho dos
vasos do xilema, isso pode refletir no tamanho dos frutos e também na
uniformidade de maturagao.

Esta diferenca no nimero e¢ no didmetro dos vasos de xilema no
pedunculo dos frutos de cafeeiro certamente influencia o fluxo na rota que leva
ao fruto. A resisténcia hidraulica no xilema aumenta fortemente, dependendo do
numero e raio dos vasos do xilema ao longo da rota de transporte (Nobel, 1983).
De acordo com a Lei de Hagen-Poiseuille, a resisténcia hidraulica de um vaso
individual ¢é inversamente proporcional ao raio deste na quarta poténcia
(Zwieniecki et al., 2004). Importante salientar que o didmetro dos vasos, o
comprimento finito dos vasos e o transporte concomitante de um vaso para o
outro pode também influenciar fortemente a resisténcia hidraulica (Nijsse et al.,
2001). Ent3o, regides com pequenos vasos aumentam significativamente a
resisténcia hidraulica no xilema.

Um déficit hidrico ¢ prejudicial durante o crescimento dos frutos (Rena

& Maestri, 2000). Alguns autores afirmam que o estresse hidrico durante o
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crescimento pode provocar aumento na resisténcia hidraulica do xilema pela
inducdo do desenvolvimento de vasos do xilema com um didmetro menor. De
fato, em caules de milho (Abd EL-Rahim et al., 1998) e videira (Lovisolo &
Schubert, 1998), a baixa disponibilidade de dgua na raiz resulta em elementos de
xilema de menor diametro.

Outros fatores podem influenciar na condutividade na rota solo-fruto. A
reducdo da condutividade pode ser causada pela cavitagdo no xilema (Tyree &
Sperry, 1989) ou uma redug¢do no niimero ou tamanho dos vasos (Tyree &
Ewers, 1991). Zimmermann & Jeje (1981) afirmam ser possivel que vasos de
pequeno comprimento, os quais sdo associados a pequeno didmetro, podem
contribuir para reduzir a condutividade. Além disso, o diametro de vaso ¢ a
condutividade hidraulica podem ser afetados pela baixa disponibilidade de luz e
pelo estresse hidrico (Schultz & Matthews, 1993).

Fatores hormonais podem influenciar no desenvolvimento do xilema em
plantas. Altas concentra¢des de etileno inibem o desenvolvimento do xilema,
mas auxina ¢ crucial para diferenciagdo precoce do xilema (Sugiyama &
Komamine, 1990) e isso possivelmente ocorreu devido a inibi¢do do etileno pelo
transporte polar de auxina (Beyer & Morgan, 1971).

Estudos relatam que maior produtividade de uma cultura, bem como
frutos de maiores tamanhos, pode ser alcancada com a manipulagdo da relacao
fonte-dreno, tornando importante o estudo dos aspectos bioquimicos associados

aos eventos reprodutivos do cafeeiro.
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4.3. Experimento [Ill: Aspectos bioquimicos associados a eventos
reprodutivos do cafeeiro

O metabolismo dos carboidratos em cafeeiro foi estudado determinando-
se o teor de carboidratos e a atividade enzimatica degradante destes, em folhas,
ramos, gemas ¢ frutos de cafeeiro. Os resultados para gema e fruto serdo
apresentados nos mesmos graficos, sendo que a ultima época (dia 321) refere-se
a fruto e as anteriores as gemas. Serdo abordados, inicialmente, os resultados de
teor de carboidratos e, posteriormente, os de atividade enzimatica. As coletas
para analises dos carboidratos e enzimas foram realizadas nas datas
correspondentes aos dias julianos a seguir: 146=25/05/04, 176=24/06/04,
202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04,
266=22/09/04 ¢ 321=16/11/04). Os dados estdo exibidos com os modelos de

regressdo ou com as médias, quando significativos ou ndo, respectivamente.

4.3.1. Metabolismo de carboidratos em folhas, ramos, gemas e frutos de

café arabica: analise do contetudo nos tecidos

Na Figura 22 sdo apresentados os resultados de teor de amido em folhas,
ramos e gemas em diferentes épocas durante o periodo reprodutivo do cafeeiro.
A analise de variancia para estes dados encontra-se na Tabela 17A dos anexos.
Pode-se observar, a partir do dia 200 (18/07/04), um declinio nos teores de
amido nas folhas e, posteriormente, nas gemas, enquanto que no ramo o
conteudo permanece constante. Esta diminui¢do do amido nas folhas deve-se,
possivelmente, a transformagdo do amido em agucares soliveis para serem
transportados as gemas e servirem de energia e esqueletos carbOnicos para
crescimento destes 6rgdos. O contetido de amido na folha foi maior que no ramo
até aproximadamente o dia 230, quando comecou a diminuir ¢ depois se tornar
menor. O conteudo de amido na gema estava alto no dia 233 (20/08/04) e

posteriormente diminuiu progressivamente, até que no fruto atingiu 2,5mg.g™". O
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conteido de amido nos ramos ndo apresentou muita variacdo nas épocas
analisadas, indicando que a mobilizagdo deste carboidrato ndo ocorre no periodo
reprodutivo.

As equagdes dos modelos que melhor se ajustam aos dados de amido
(anovas em anexo) sdo as seguintes:

Amido na  folha=  0,4025+0,2612X-0,00074X?,  R*=0,8456,
Pr(>F)=0,000

Amido na gema= 169,7-1,008X+0,001518X?, R*=0,9039, Pr(>F)=0,000
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FIGURA 22: Contetudo de amido em folhas ramos e gemas, em diferentes
épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Dias julianos
correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04,
233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e
321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de florescimento.

62



Os resultados encontrados neste trabalho confirmam a afirmagdo de
Barros & Maestri (1974), os quais relatam que, para o desenvolvimento das
gemas florais, ¢ importante a atividade metabolica da planta no inverno (Barros
& Maestri, 1974). Ainda, Melotto (1987) afirma que a principal fonte de
carboidratos para os botdes florais ¢ oriunda do processo fotossintético e ndo das
reservas contidas nos ramos, o que, segundo Rena et al. (1996), sugere elevado
grau de dependéncia do estado nutricional da planta e da relagdo funcional entre
folha e fruto.

A partir dos resultados anteriormente apresentados, verificou-se que o
amido no ramo ndo foi consumido durante o crescimento das gemas florais
(Figura 22) o que mostra, para o cafeeiro, uma baixa capacidade de mobilizacdo
dos carboidratos armazenados no ramo. Talvez este motivo contribua para que a
poda em cafeeiro ndo apresente resultados semelhantes as espécies de clima
temperado, como a macieira, em resposta a este manejo.

O contetdo de amido diminuiu, nas gemas e nas folhas, nas épocas em
que ocorria a expansdo celular das gemas (do dia 233 ao 266), possivelmente
para um fornecimento de reservas carbOnicas necessarias para o crescimento
deste tecido neste periodo.

Em resumo, a fotossintese ¢ importante durante o desenvolvimento das
gemas e 0 amido acumulado na folha (e ndo no ramo) durante o inverno pode ser
mobilizado e utilizado nos periodos de maior crescimento. O amido, ndo sendo
mobilizado do ramo para os 6rgdos em crescimento (gemas e frutos), torna a
poda uma pratica pouco usada em cafeeiro. Isso difere de plantas frutiferas de
clima temperado, as quais exibem altas taxas de mobilizagdo de reservas e a
pratica da poda ¢ indispensavel.

A degradaciao do amido na folha pode ter duas fungdes: a primeira € a
formacdo de sacarose para exportar aos 6rgdos dreno e a segunda ¢ o consumo

de agticares pela propria folha na respiracdo. A degradagdo de amido na gema,
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provavelmente, ¢ para utilizar na respiragdo ou para ser usada na sintese de
parede celular durante o crescimento deste 6rgao.

O amido ¢ tido como a mais difundida reserva de carbono armazenada
em plantas, enquanto a sacarose exerce papel central no crescimento € no
desenvolvimento das plantas, como uma forma primdria de transporte de
carbono e energia na maioria das espécies vegetais e também como um
regulador da expressdo de genes.

Na Figura 23 sdo apresentados os resultados dos contetidos de acticares
soluveis totais (AST) em folhas, ramos e gemas de cafeeiro. Observou-se, nas
folhas um aumento progressivo dos AST, indicando um aumento da atividade
metabolica nas folhas, principalmente no dia 321, época em que os frutos
encontravam-se no estddio de chumbinho, exigindo um bom aporte de
assimilados provenientes das folhas. Este aumento dos AST pode ter sido
proporcionado pela degradacdo do amido existente nas folhas. Nos ramos foi
observado um aumento dos AST do dia 146 ao dia 176 e posteriormente ocorreu
uma diminui¢do destes AST em épocas que as gemas estdo iniciando o seu
crescimento, no periodo de 220 até 250 dias. Nas gemas foi observado um
aumento dos AST por ocasido do seu crescimento. No periodo de 240 a 266 dias
foi observado um grande aumento, indicando uma intensa atividade metabolica
nas gemas, plenamente explicado, pois nesta fase inicia o entumecimento das
gemas e culmina com o surto principal de florescimento, aos 272 dias (28 de
setembro). De maneira geral, os AST apresentaram valores menores no ramo,
quando comparados com folhas e gemas (anova em anexo). O aumento dos AST
na gema pode ser de carbono vindo das folhas ou da degradag¢do do amido das
proprias gemas, ja que ndo se observou a degradacdo do amido nos ramos.

Os modelos que melhor se ajustam aos dados sdo os seguintes:

AST na folha= -2,52 + 0,0595X, R*=0,4736, Pr(>F)=0,041.

AST no ramo= 34,00-0,259X-0,00056X>, R*=0,5403, Pr(>F)=0,020.
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AST na gema = 1,18E*1,334E’X+4,986E'X%-6,146E*X°, R?=0,8521,
Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 23: Contetdo de acUcares solUveis totais em folhas, ramos e

gemas, em diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do
cafeeiro. Dias julianos correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04,
202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04,
266=22/09/04 ¢ 321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de
florescimento.

Na Figura 24 ¢ apresentado o contetido de frutose nas folhas, ramos e
gemas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Nas folhas e nos
ramos o contetido de frutose se manteve abaixo de 2 mg.gMS™ durante todo o
periodo analisado, provavelmente mantendo somente o conteido usado na
respiragdo. Ja nas gemas, o conteido foi muito baixo do inicio do

entumecimento (233 dias = 20/08/04) até inicio do abotoamento das gemas (dia

266 = 22/09/04, ver Figura 1), e ap6s aumentou o contetido de frutose para 13
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mg.gMS™, indicando uma alta atividade metabdlica, sendo que 7 dias depois

ocorre o principal surto de florescimento.
Os modelos que melhor se ajustam aos dados sdo os seguintes:

Frutose no  ramo=  -24,77+3,843E'X-1,858E X*+2,874E°X°,

R?=0,9934, Pr(>F)=0,019.
Frutose na gema= -2,087E>+3,2E°X-1,833E'X*+4,644E>X°, R*=0,7487,

Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 24: Conteudo de frutose nas folhas em folhas, ramos e gemas, em
diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Dias
julianos correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04,

233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e
321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de florescimento.

Na Figura 25, apresenta-se o conteudo de glicose em folhas, ramos e
gemas do cafeeiro. Nos ramos o conteudo de frutose manteve-se baixo durante

todo o periodo analisado. Nas folhas, o conteido manteve-se em torno de 4
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mg.gMS™, com pico no dia 266, anterior a antese. Nas gemas, o conteudo de
glicose apresentou um pico no dia 266 e manteve-se até o dia 321. Importante
salientar os dois picos, de frutose e de glicose que ocorreram 7 dias antes do
florescimento. Este aumento significativo da glicose durante o periodo de
desenvolvimento visivel das gemas (dias 233 a 266), ¢ muito importante na
sintese de parede celular e na formagao das cadeias de celulose para a expansao
celular e o crescimento da gema. Os modelos que melhor se ajustam aos dados
sdo os seguintes: Glicose na folha e no ramo ndo foi significativo. Glicose na

gema= 3873-43,82X+0,164X?-2,022E*X?, R?=0,9047, Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 25: Contetdo de glicose em folhas, ramos e gemas, em diferentes
épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Dias julianos
correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04,
233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e
321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de florescimento.
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Na Figura 26 ¢ mostrado o contetido de sacarose em folhas, ramos e
gemas, durante o periodo reprodutivo do cafeeiro. Observou-se no ramo e na
folha um pico de sacarose por volta do dia 276, época em que o dreno das gemas
ainda € muito fraco, pois as mesmas encontram-se em estddio dormente. Ainda
no ramo, pode-se observar que a sacarose foi geralmente baixa, mas, em termos
relativos, percebe-se a grande contribuicdo deste carboidrato na constitui¢ao dos
AST. Nas gemas, a sacarose esteve sempre baixa, 0 que mostra que os principais
acucares acumulados neste tecido dreno sdo hexoses, facilmente explicavel
devido a necessidade de manter um gradiente de sacarose favoravel as gemas e
também a quebra de sacarose para impulsionar o crescimento das gemas.

Os modelos que melhor se ajustam aos dados sdo os seguintes:

Sacarose na folha= -4,99+0,044X, R2=O,4467, Pr(>F)=0,031.

Sacarose no ramo= -85,65+1,3X-0,006029X*+8,937E°X’, R*=0,8056,
Pr(>F)=0,017.

Sacarose na gema = 80,48-0,5838X+0,0011X°, R’=0,6940,
Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 26: Contetido de sacarose em folhas, ramos e gemas, em diferentes

épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Dias julianos
correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04,
233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e
321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de florescimento.

Na Figura 27 ¢ mostrada a relagdo sacarose/(glicose+frutose) (S/G+F)
nos diversos tecidos, durante o periodo reprodutivo do cafeeiro. Uma relagdo
S/G+F de 2 indica que o contetido de sacarose ¢ o dobro que a soma de glicose e
frutose. Na folha, esta relagdo foi maior do que 1 somente no dia 270, dois dias
antes do florescimento, conforme mostrado pelo modelo na figura 27. No ramo,
a relacdo fica proxima de 2 nas trés primeiras épocas, caracterizadas pela
dorméncia das gemas por ser um periodo de baixa disponibilidade hidrica. A

relacdo S/G+F diminuiu até o dia 251 (07/09/04) e tornou a aumentar a partir

deste dia, até o dia 321, no fruto ficar novamente proxima de 2.
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Nas gemas a relagdo S/G+F foi sempre menor que 0,7, durante a fase 2,
ou seja, o periodo compreendido entre o dia 233 e o dia 266. Nesta fase as
gemas estdo em pleno desenvolvimento, crescendo rapidamente, sendo
necessario que se mantenha uma relagdo baixa, até que ocorra o florescimento,
no dia 272. Os modelos que melhor se ajustam aos dados sdo os seguintes:

S/G+F na folha= 2,412-0,0216X+6,02E°X? R*=0,7758, Pr(>F)=0,094.

S/G+F no ramo= -0,3067+0,4646X-0,00213X°+3,116E°X’, R*=0,7943,
Pr(>F)=0,005. S/G+F na gema = 16,27-0,1125X+0,000195X?, R’=0,7467,
Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 27: Relagéo entre sacarose e glicose+frutose, nas estruturas folha,
ramo e gema, em diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo
do cafeeiro. Dias julianos correspondem as datas: 146=25/05/04,
176=24/06/04, 202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04,
259= 15/09/04, 266=22/09/04 e 321=16/11/04. A seta indica o dia do surto
principal de florescimento.
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A maior relagdo S/G+F nos ramos indica que este tecido ¢ importante no
transporte de carboidratos da fonte (folhas) aos drenos (gemas), durante o
desenvolvimento reprodutivo. Também ¢ possivel observar (Figura 26) a
ocorréncia, a partir de 31/08, do estabelecimento de um gradiente de sacarose,
com maior conteudo na folha, depois no ramo e, por ultimo, na gema,
possivelmente devido ao transporte deste carboidrato para o dreno (gema). Pode-
se perceber também o aumento do teor de glicosetfrutose na gema nestas
épocas, possivelmente resultado da degradagdo da sacarose.

Ward et al. (1998) relatam que os carboidratos soluveis (frutose, glicose
e sacarose) tém importancia na regulacdo osmotica e no transporte. Ainda, as
propriedades fisico-quimicas da sacarose, incluindo a sua baixa viscosidade em
solugdes concentradas e a sua estabilidade quimica, na condicdo de um
dissacarideo ndo redutor, sdo propriedades chaves que fazem desse aglicar um
composto ideal para o transporte a longa distancia (Ward et al., 1998).

O alto teor de AST encontrado na gema (Figura 23, dia 266 = 22/09/04)
e no fruto (dia 321 = 16/11/04) deve-se ao teor de glicose+frutose, enquanto que,
na folha, deve-se a sacarose, indicando um alto metabolismo respiratorio na
gema e no fruto e alta sintese de sacarose na folha para suprir de carboidratos as
gemas. De acordo com a hipdtese de que as hexoses favorecem a divisdo e a
expansao celular, enzimas do metabolismo dos carboidratos, como as invertases,
servem de indicador para iniciagdo e expansdo de novas estruturas de drenos
(Koch, 2004).

A sacarose desempenha um importante papel no crescimento e no
desenvolvimento das plantas, pois ¢ uma molécula essencial na distribui¢ao de
fotoassimilados, como fonte de carbono para manter o metabolismo da célula e o
crescimento da planta e também como um regulador da expressdo de genes.
Assim, a demanda por produtos de sua degradacdo é um fator importante para

varios processos bioldgicos e € controlada por enzimas de degradagdo (Winter &
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Huber, 2000). Nesse sentido, Koch (2004) afirma que o metabolismo da
sacarose pode ser considerado como o coragdo de um sistema sensivel e auto-
regulador do desenvolvimento de plantas.

Em tecidos vegetais, o processo inicial para a utilizagdo da sacarose ¢ a
sua clivagem por meio das enzimas invertases ou SUSY, resultando na produgao
de hexoses — glicose ou UDP-glicose, respectivamente —, que sdo essenciais
como fontes de energia, produto primario para a sintese de diferentes produtos
de reserva e para atender a demanda de crescimento dos tecidos. Embora
invertases e SUSY sejam envolvidas na clivagem de sacarose, a participagdo de
cada uma dessas enzimas no crescimento ¢ no desenvolvimento de plantas ¢
diferenciada (Winter & Huber, 2000).

Geromel et al. (2006) afirmam que, em 6rgdos dreno da maioria das
espécies de plantas, essas diferencas sdo controladas por enzimas que degradam
e (re)sintetizam a sacarose, respectivamente como as invertases ¢ as sacaroses

sintases (susys) e sacarose fosfato sintase (SPS).

4.3.2. Metabolismo de carboidratos em folhas, ramos, gemas e frutos de
café arabica: analise da atividade enzimatica nos tecidos.

Na Figura 28 sdo apresentados os resultados da atividade da enzima
invertase neutra do citosol (INC) na gema e na folha. Pode-se observar alta
atividade da INC durante o periodo de desenvolvimento da gema,
principalmente no periodo que antecede o florescimento, indicado pela seta. Na
folha observou-se um aumento da atividade da INC a medida que o
florescimento se aproximava, chegando ao maximo no dia 265 e decrescendo no
periodo de expansdo dos frutos. A alta atividade da INC na gema foi
acompanhada por baixos teores de sacarose neste tecido e altos conteudos de
hexoses, indicando uma alta atividade metabolica. A INC ndo apresentou

atividade nos ramos.
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O tnico modelo que obteve ajuste significativo para a INC foi:

INC na gema = -1,251E*+97,48X-0,1799X?, R*=0,5668, Pr(>F)=0,014.
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FIGURA 28: Atividade da invertase neutra do citosol (INC) em folhas e

gemas, em diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do
cafeeiro. Dias julianos correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04,
202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04,
266=22/09/04 e 321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de
florescimento.

Na Figura 29 sdo mostrados os resultados de atividade da enzima IAV
no periodo reprodutivo do cafeeiro, em folhas, ramos e gemas. Constatou-se que
a IAV apresentou, da mesma forma que a INC, um pico de atividade na gema,
no periodo que antecede o florescimento. A atividade média da [AV variou entre
100 e 400 pmol de AR g MS.h™', considerando todas as estruturas. Ja na folha,

observou-se alta atividade desta enzima no periodo de dorméncia das gemas (de

junho a agosto). A possivel explicagdo para isso € o fato de que, ndo ocorrendo
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nesta data uma intensa translocagdo da sacarose para os drenos (gemas), por
estarem dormentes, esta sacarose foi novamente transformada em hexoses, para
serem usadas na sintese de amido na folha ou para serem metabolizadas na
respiracgdo e a principal enzima neste papel ¢ a IAV. Ao encontro desta hipdtese
verifica-se o aumento do amido e dos AST nas folhas, nesta mesma época
(Figuras 22 e 23, respectivamente). Nos ramos observou-se um aumento gradual
da atividade da IAV, sendo que no dia 321 atingiu o apice, juntamente com alta
atividade da IAV nos frutos, com atividades em torno de 350 pmol de AR.g de
MS™h'. O tinico modelo que se ajustou aos dados foi:

IAV no ramo = -192,5 +1,50X, R’=0,6231, Pr(>F)=0,000.
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FIGURA 29: Atividade da invertase acida do vacuolo em folhas, ramos e
gemas, em diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do
cafeeiro. Dias julianos correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04,
202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04,
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266=22/09/04 e 321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de
florescimento.

Na Figura 30 sdo apresentados os resultados referentes a atividade da
enzima [APC, que apresentou atividade média variando entre 100 e 550 pmol de
AR.g'"MS.h"', durante o periodo analisado nas diversas estruturas. Observou-se,
na gema uma atividade moderada, quando comparada com a INC e a IAV, mas
no fruto (dia 321) ficou evidenciada a importante atividade desta enzima neste
tecido. Observou-se uma tendéncia gradual de aumento da atividade desta
enzima apos o florescimento até o periodo de expansdo dos frutos (dia 321), o
mesmo aconteceu no ramo. Neste tecido, observou-se atividade desta enzima no
periodo de dorméncia indicando a importancia desta para a manutencdo da
atividade celular neste tecido. No fruto em expansédo, a IAPC tem se mostrado a
principal enzima de degradacgdo da sacarose.

Os ajuste dos modelos para os dados de atividade de IAPC sdo:

IAPC na folha= -684+9,59X-2,25E*X?, R*=0,4179, Pr(>F)=0,008.

IAPC no ramo= -199,9+9,59X, R*=0,5393, Pr(>F)=0,000.

IAPC na gema = -396,2+2,397X, R*=0,4890, Pr(>F)=0,037.
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FIGURA 30: Atividade da invertase acida da parede celular em folhas,

ramos e gemas, em diferentes épocas, durante o desenvolvimento
reprodutivo do cafeeiro. Dias julianos correspondem as datas:
146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04, 233=20/08/04, 244=31/08/04,
251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e 321=16/11/04. A seta indica o
dia do surto principal de florescimento.

Na Figura 31 foi apresentada a atividade da sacarose sintase (SUSY) a
qual foi medida no sentido de degradacdo da sacarose, pois esta enzima, ao
contrario das outras apresentadas anteriormente, também trabalha no sentido de
sintese da sacarose. Na folha a atividade da SUSY praticamente ndo variou
durante o periodo analisado, mantendo-se em torno de 180 pmol de AR g’
MS.h". J4 nas folhas observou-se uma baixa atividade no periodo anterior ao
florescimento ¢ um minimo de atividade aos 170 dias. No entanto, apos o

florescimento a atividade da SUSY aumentou na folha até atingir o maximo no

periodo de expansdo dos frutos (dia 321). Nas gemas a atividade estava baixa
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antes do florescimento, mas apds o mesmo cresceu linearmente até atingir o
maximo no dia 321. A SUSY parece ser uma enzima importante no periodo de
expansao dos frutos.

Em drenos, a sacarose que ¢ degradada pela SUSY ¢ usualmente
associada com a biossintese de amido ou com a parede celular (dependendo do
tecido analisado, se tubérculo ou gema, respectivamente); ji a sacarose
degradada pelas invertases fornece hexoses, supostamente utilizadas para
divisdo celular nos estadios iniciais do desenvolvimento dos tecidos dreno
(Carlson et al., 2002). Em geral, as hexoses caracterizam mais as fases de
divisdo e expansdo celular, enquanto que altos teores de sacarose caracterizam as
fases de diferenciacdo e maturacdo (Borisjuk et al., 2003). Geromel encontrou
alta atividade de SUSY, 150 dias apds o florescimento (Geromel, 2006).

Os modelos que se ajustaram aos dados de atividade de Susy s@o:

SUSY no ramo= -38,64+0,849X, R’=0,4827, Pr(>F)=0,007.

SUSY na gema = -348,3+2,026X, R*=0,9081, Pr(>F)=0,025.
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FIGURA 31: Atividade da sintase da sacarose em folhas, ramos e gemas, em

diferentes épocas, durante o desenvolvimento reprodutivo do cafeeiro. Dias
julianos correspondem as datas: 146=25/05/04, 176=24/06/04, 202=20/07/04,
233=20/08/04, 244=31/08/04, 251=07/09/04, 259= 15/09/04, 266=22/09/04 e
321=16/11/04. A seta indica o dia do surto principal de florescimento.

Estas invertases, em outras espécies, fornecem hexoses para o
metabolismo celular (Hubbard et al., 1989; Yelle et al, 1991), mas também
participam no controle do crescimento e da diferenciagdo celular.

Provavelmente, a maior quantidade de sacarose que chega a gema ocorre
via simplasto, demonstrada pela maior atividade de uma enzima citossolica, a
INC. No entanto, no fruto foi verificada maior atividade da IAPC, demonstrando
ser importante a rota apoplastica. A crescente atividade da INC na folha,
possivelmente, estd ligada ao fornecimento de energia (respiragdo) para os
processos metabolicos de sintese de sacarose e manutencdo celular. De acordo

com a hipdtese acima, a INC ¢é considerada uma enzima de manutengéo,
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envolvida na degradagdo de sacarose quando as atividades da invertase acida da
parede celular ¢ SUSY sd3o baixas (Copeland, 1990). Neste trabalho, foi
verificada alta atividade de INC nas gemas, maior atividade entre as invertases,
durante o periodo de crescimento intenso das gemas.

As enzimas invertases e sacarose sintase (SUSY) sdo citadas, por varios
autores, como responsaveis pelo controle de fluxo e hidrélise de sacarose em
tecidos-drenos (Zrenner et al., 1995; Isla et al., 1998; Sturm, 1999; Nguyen-
Quoc & Foyer, 2001; Etxeberria & Gonzalez, 2003). Assim, a demanda por
produtos da degradacdo da sacarose sdo fatores importantes para varios
processos biologicos e sdo controlados pelas enzimas de degradagido (INC, IAV,
IAPC e SUSY) e de sintese, tais como a sintase da sacarose fosfato (SPS)
(Winter & Huber, 2000).

Neste trabalho, a AV apresentou maior atividade no fruto, e esta enzima
parece controlar a rota primaria de clivagem da sacarose em tecidos em
expansdo (Winter & Huber, 2000) ¢ em tecidos maduros (Copeland, 1990) e
contribui para o fluxo de hexoses através do tonoplasto ¢ para a entrada de
hexoses no metabolismo citoplasmatico. O controle temporal de ambos os
processos ¢ facilitado pela compartimentalizagdo, a qual pode integrar uma
funcdo importante e sinalizadora da invertase acida vacuolar com seu papel
osmotico na expansao (Kock, 2004).

A SUSY ¢ uma enzima da qual sdo conhecidas duas isoformas, uma
soluvel no citosol e outra associada a plasmalema (Barrat et al., 2001). A forma
citosolica parece fornecer produtos para o metabolismo geral, enquanto a forma
associada a plasmalema parece fornecer UDPG (produto da degradagdo da
sacarose) diretamente para a sintese de celulose (Amor et al., 1995) e para a
formagdo de amido (Asano et al., 2002) e diversos polissacarideos da parede
celular. Neste trabalho com cafeeiro, a atividade da SUSY foi importante para o

fruto, local onde apresentou atividade alta. A atividade da SUSY ocorreu
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durante todo o desenvolvimento das gemas e em todos os tecidos estudados. No
cafeeiro, a SUSY parece ter maior participagdo em frutos em estadio mais

avangado de crescimento, conforme ja estudado por Geromel (2006).
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5. CONCLUSOES

A maior area de parede celular e, conseqlientemente, também a menor
area de limem foram encontradas no tratamento ndo irrigado oeste, o qual
apresentou também o maior niimero de vasos por milimetro quadrado. Ja& o
tratamento irrigado leste apresentou maturacdo dos frutos mais rapida e mais
uniforme que os demais tratamentos avaliados.

Foi observado, em locais do ramo com vasos numerosos, que o didmetro
destes vasos € menor e que existe tendéncia de aumento do nlimero e diminui¢ao
do didmetro dos vasos do xilema do pedunculo dos frutos, conforme aumenta o
estadio de maturacdo destes frutos. Ainda, o maior nimero e didmetro dos vasos
no pedinculo de frutos do cafeeiro proporcionam maior crescimento dos frutos e
esta caracteristica ¢ definida antes da antese.

Frutos oriundos de mesma florada no mesmo noé podem crescer
diferencialmente de acordo com as condigdes hidraulicas impostas pelo nlimero
¢ o diametro dos vasos do pedinculo destes frutos.

As reservas de amido da folha e da gema sdo importantes no
crescimento das gemas, no entanto, a mobilizacdo do amido do ramo no periodo
reprodutivo do cafeeiro ndo ocorre.

As invertases ¢ a SUSY s3o enzimas importantes no periodo de
desenvolvimento das gemas do cafeeiro. Estas enzimas ajudam a manter a
relacdo sacarose/(glicose+frutose) baixa na gema, para que ocorra um gradiente
de sacarose em dire¢cdo a este tecido dreno. O baixo conteudo de sacarose na
gema deve-se, principalmente, a atividade da INC. Proximo a abertura das
flores, os principais carboidratos acumulados sdo glicose e frutose. A IAPC e a

SUSY sao as principais enzimas de degradacdo de sacarose no fruto de cafeeiro
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em estadio de expansdo. A atividade da INC em ramos de cafeeiro ndo foi

detectada.
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7. ANEXOS

7.1. Experimento |

TABELA 1A: Andlise de variancia para a variavel nimero de
vasos/mm? de ramo.
EFEITO GL SQ QM F P
IRRIGANQAO 1 6705 6705 0,8802 0,350
POSI(;AO~ B 1 15761 15761 2,0691 0,153
IRRIGACAO*POSICAO 1 34623 34623 4,5453 0,035
ERRO 92 700793 7617
TOTAL 95 757881
TABELA 2A: Analise de variancia para a variavel area de parede
celular.
EFEITO GL SQ QM F P
IRRIGAQAO 1 20,075 20,075 3,725 0,056
POSI(;AO 1 31,350 31,350 5,818 0,017
IRRIGAQAO*POSICAO 1 63,929 63,929 11,864 0,000
ERRO 92 495,757 5,389
TOTAL 95 611,111
TABELA 3A: Andlise de variancia para a variavel area de limem de
vasos do xilema.
EFEITO GL SQ QoM F p
IRRIGAQAO 1 20,075 20,075 3,725 0,056
POSICAO 1 31,350 31,350 5,818 0,017
IRRIGAQAO*POSICAO 1 63,929 63,929 11,864 0,000
ERRO 92 495,757 5,389
TOTAL 95 611,111
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TABELA 4A: Andlise de variancia para a variavel area de limem de
vasos do xilema.

EFEITO GL SQ QM F p
IRRIGACAO 1 293236 293236 0,2506 0,617
POSICAO 1 388166 388166 0,3318 0,566
IRRIGACAO*POSICAO 1 2551104 2551104 2,1805 0,143
ERRO 92 107635029 1169946
TOTAL 95 110867536
TABELA 5A: Andlise de variancia para a variavel diametro de vasos
do xilema.
EFEITO GL SQ oM F P
IRRIGACAO 1 35,45 35,45 0,4937 0,484
POSICAO 1 167,42 167,42 2,3316 0,130
IRRIGACAO*POSICAO 1 16,58 16,58 0,2309 0,631
ERRO 92 6606,15 71,81
TOTAL 95 6825,61
TABELA 6A: Analise de variancia para a variavel nimero de vasos do
xilema.
EFEITO GL SQ QM F P
IRRIGACAO 1 565908 565908 3,1937 0,077
POSICAO 1 423584 423584 2,3905 0,125
IRRIGACAO*POSICAO 1 39022 39022 0,2202 0,639
ERRO 92 16301988 177196
TOTAL 95 17330502
TABELA 7A: Analise de variancia para a variavel numero de frutos
por ramo.
EFEITO GL SQ QM F P
IRRIGANCAO 1 32,7 32,7 0,0269 0,871
POSIQAO~ 3 1 3504,2 3504,2 2,8888 0,104
IRRIGACAO*POSICAO 1 4482,7 4482,7 3,6955 0,068
ERRO 20 24260,3 1213,0
TOTAL 23 32279,8
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TABELA 8A: Andlise de variancia para a variavel didmetro de ramo.

EFEITO GL SQ QM F P
IRRIGACAO 1 0,0417 0,0417 0,093 0,763
POSICAO 1 2,1004 2,1004 4,679 0,042
IRRIGACAO*POSICAO 1 1,0838 1,0838 2,414 0,135
ERRO 20 8,9775 0,4489
TOTAL 23 12,2033
TABELA 9A: Analise de variancia para a variavel nimero de vasos no
pedunculo dos frutos.
EFEITO GL SQ QM F p
IRRIGACAO (1) 2 114610 57305 13609,7 0,0000
MATURACAO (m) 1 72 72 17,014  0,0000
I'm 1 19 19 4,604 0,03327
ERRO 176 741 4

TABELA 10A:  Analise de variancia para a variavel diametro de vaso do
pedunculo dos frutos.

EFEITO GL SQ QM F p
TRATAMENTO (T) 4 93200 23300 9,3446  0,0000
MATURAGCAO (m) 1 55,00 55,00 14,5496 0,0001
T:m 3 18,92 6,31 1,6687 0,1726
ERRO 592 2237,79 3,78

7.2.  Experimento Il

TABELA 11A:  Analise de variancia para a variavel diametro de fruto
“maior”

EFEITO GL SQ QM F p
LINEAR ) 1 78,2663  78,26631 156,2376 0,000
QUADRATICA 1 48,5259  48,52594 96,8690 0,000
ERRO 32 16,0302 0,50094

TOTAL 34 273,0289
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TABELA 12A:  Analise de variancia para a variavel diametro de vaso
“maior”

EFEITO GL SO QM F p
LINEAR 1 52,9492 5294924 69,01670 0,000
QUADRATICA 1 39,4674 3946737 51,44376 0,000
ERRO 32 245502 0,76719

TOTAL 34 125,0003

TABELA 13A:  Analise de variancia para a variavel nimero de vasos
“maior”

EFEITO GL SQ QM F p
LINEAR 1  28946,2 28946,20 9,581526 0,004
QUADRATICA 1 77241 772415 2,556781 0,119
ERRO 32 96673,4 3021,04

TOTAL 34  484790,5

TABELA 14A:  Analise de variancia para a variavel diametro do fruto
“menor”’

EFEITO GL SQ QM F p
LINEAR 1 89,0701 89,07012 143,3231 0,000
QUADRATICA 1 551197 5511968 88,6933 0,000
ERRO 32 19,8868 0,62146

TOTAL 34 313,8574
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TABELA 15A:  Analise de variancia para a variavel diametro de vasos
“menor”
EFEITO GL SQ QM F p
LINEAR 1 56,9799 56,97987 38,50335 0,000
QUADRATICA 1 39,2381  39,23808 26,51458 0,000
ERRO 32 47,3558  1,47987
TOTAL 34  185,8497
TABELA 16A:  Analise de variancia para a variavel nUmero de vasos
“menor”.
EFEITO GL SQ QM F P
LINEAR 1 40027,1  40027,07 10,52861 0,002
QUADRATICA 1 16493,7 16493,73 4,33847 0,045
ERRO 32 121655,7 3801,74
TOTAL 34 430522,4

7.3.  Experimento Il

TABELA 17A:  Analise de variancia para a variavel amido em folhas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 682,53 0,000
QUADR. (Q) 1 212,0 0,000
TRATAMENTOS 8 1057,87 0,000
ERRO 36 250,7
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TABELA 18A:  Analise de variancia para a variavel amido em ramos.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 5,852 0,265
QUADR. (Q) 1 0,001 0,989
TRATAMENTOS 8 77,138 0,014
ERRO 36 121,44
TABELA 19A:  Analise de variancia para a variavel amido em gemas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 597,72 0,000
QUADR. (Q) 1 33,65 0,039
TRATAMENTOS 5 698,55 0,000
ERRO 24 127,26
TABELA 20A:  Analise de variancia para a variavel AST em folhas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 385,1 0,041
TRATAMENTOS 8 813,1 0,3835
ERRO 36 3314,7
TABELA 21A:  Analise de variancia para a variavel AST em ramos.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 0,57 0,869
QUADR. (Q) 1 119,94 0,020
TRATAMENTOS 8 223,01 0,269
ERRO 36 765,01

98



TABELA 22A:  Analise de variancia para a variavel AST em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 732,67 0,000
QUADR. (Q) 1 175,82 0,000
CUBICA (C) 1 626,94 0,000
TRATAMENTOS 5 1802 0,000
ERRO 24 143,78

TABELA 23A:  Analise de variancia para a variavel frutose em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 1,682 0,186
QUADR. (Q) 1 0,166 0,675
CUBICA (C) 1 0,230 0,621
TRATAMENTOS 8 11,91 0,091
ERRO 36 28,24

TABELA 24A:  Analise de variancia para a variavel frutose em ramos.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 0,877 0,348
QUADR. (Q) 1 12,769 0,000
CUBICA (C) 1 5,783 0,019
TRATAMENTOS 8 19,558 0,049
ERRO 36 39,777

TABELA 25A:  Analise de variancia para a variavel frutose em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 136,8 0,000
QUADR. (Q) 1 160,3 0,000
CUBICA (C) 1 267,1 0,000
DESVIOS 1 172,6 0,000
TRATAMENTOS 5 0,000
ERRO 24 14,79
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TABELA 26A:  Analise de variancia para a variavel glicose em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 15,57 0,3413
QUADR. (Q) 1 5,68 0,5642
CUBICA (C) 1 5,93 0,5558
TRATAMENTOS 8 127,36 0,4718
ERRO 36 588,65

TABELA 27A:  Analise de variancia para a variavel glicose em ramos.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 0,638 0,5412
QUADR. (Q) 1 1,439 0,3602
CUBICA (C) 1 0,646 0,5387
TRATAMENTOS 8 4,595 0,9579
ERRO 36 67,046

TABELA 28A:  Analise de variancia para a variavel glicose em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 152,185 0,000
QUADR. (Q) 1 22,225 0,003
CUBICA (C) 1 67,878 0,000
TRATAMENTOS 5 267,804 0,000
ERRO 24 28,245

TABELA 29A:  Analise de variancia para a variavel sacarose em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 206,95 0,031
DESVIOS 1 59,90 0,2377
TRATAMENTOS 8 463,23 0,2564
ERRO 36  1556,97
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TABELA 30A:  Analise de variancia para a variavel sacarose em ramos.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 0,79 0,769
QUADR. (Q) 1 38,16 0,047
CUBICA (C) 1 55,94 0,017
DESVIOS 1 14,07 0,230
TRATAMENTOS 8 117,7 0,1944
ERRO 36 35521

TABELA 31A:  Analise de variancia para a variavel sacarose em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 9,249 0,004
QUADR. (Q) 1 16,979 0,000
CUBICA (C) 1 0,2109 0,644
TRATAMENTOS 5 37,79 0,000
ERRO 24 13,75

TABELA 32A:  Analise de variancia para a variavel
sacarose/glicose+frutose em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 4,064 0,005
DESVIOS 2 1,7719 >0,05
TRATAMENTOS 8 7,042 0,1253
ERRO 36 18,337

TABELA 33A:  Analise de variancia para a variavel
sacarose/glicose+frutose em ramos.

EFEITO GL SQ P

LINEAR (L) 1 0,6217 0,374
QUADR. (Q) 1 2,532 0,077
CUBICA (C) 1 6,7989 0,005
DESVIOS 1 1,2183 0,216
TRATAMENTOS 8 12,534 0,088

ERRO 36 29,482
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TABELA 34A:  Analise de variancia para a variavel
sacarose/glicose+frutose em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 0,268 0,000
QUADR. (Q) 1 0,555 0,000
DESVIOS 1 0,0013 0,728
TRATAMENTOS 5 1,1026 0,000
ERRO 24 0,015

TABELA 35A:  Analise de variancia para a variavel INC em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 213135 0,056
DESVIOS 1 128571 0,136
TRATAMENTOS 8 1595353 0,000
ERRO 36 1078677

TABELA 36A:  Analise de variancia para a variavel INC em gemas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 251277 0,066
QUADR. (Q) 1 472978 0,014
DESVIOS 1 4 0,993
TRATAMENTOS 5 1277895 0,002
ERRO 24 1231849

TABELA 37A:  Anélise de variancia para a variavel 1AV em folhas.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 19 0,987
QUADR. (Q) 1 234062 0,0897
TRATAMENTOS 8 151920 0,005
ERRO 36 1978391

TABELA 38A:  Analise de variancia para a variavel IAV em ramos.

EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 244433 0,000
DESVIOS 1 34868 0,131
TRATAMENTOS 8 392292 0,004
ERRO 36 504716
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TABELA 39A:  Analise de variancia para a variavel IAV em gemas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 62889 0,329
QUADR. (Q) 1 20549 0,574
CUBICA (C) 1 1348 0,885
TRATAMENTOS 5 214236 0,6459
ERRO 24 1521645
TABELA 40A:  Analise de variancia para a variavel IAPC em folhas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 62674 0,126
QUADR. (Q) 1 195720 0,008
TRATAMENTOS 8 618350 0,002
ERRO 36 723869
TABELA 41A:  Analise de variancia para a variavel IAPC em ramos.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 422342 0,000
TRATAMENTOS 8 783167 0,007
ERRO 36 1093711
TABELA 42A:  Analise de variancia para a variavel IAPC em gemas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 137656 0,042
TRATAMENTOS 5 281503 0,1323
ERRO 24 712278
TABELA 43A:  Analise de variancia para a variavel SUSY em folhas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 7727 0,4598
QUADR. (Q) 1 7509 0,4661
CUBICA (C) 1 2037 0,7036
TRATAMENTOS 8 98852 0,517
ERRO 36 487321
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TABELA 44A:  Analise de variancia para a variavel SUSY em ramos.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 78384 0,007
TRATAMENTOS 8 162377 0,06
ERRO 36 345990
TABELA 45A:  Analise de variancia para a variavel SUSY em gemas.
EFEITO GL SQ P
LINEAR (L) 1 98357 0,001
TRATAMENTOS 5 108310 0,050
ERRO 24 199277
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FIGURA 1A: Representacdo esquematica do Experimento I. As linhas

brancas contém plantas néo irrigadas, enquanto as de coloracdo cinza séo
plantas irrigadas. As plantas utilizadas no experimento estdo codificadas
por: IL=irrigado leste, IO=irrigado oeste, NL= nao irrigado leste e NO= n&o

irrigado oeste.
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FIGURA 2A: Representagdo esquematica do Experimento Il. As
infrutescéncias foram coletadas somente de plantas ndo irrigadas, as quais
estao codificadas pelo DAF (dias ap6s o florescimento).

Mao irrigadao
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Irrigado
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FIGURA 3A: Representacdo esquematica do Experimento I11. As amostras
foram coletadas nas nove épocas codificadas de E1 a E9. Foram coletados
ramos com folhas e gemas ou frutos, os quais foram separados em
laboratério para posteriores andlises de conteddo de carboidratos e
atividade enzimatica.
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