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RESUMO

O café € um dos grdos mais comercializados no mundo, cultivado sob diferentes
condi¢cBes que diferem de uma regido para outra, como clima, altitude, solo e luz,
condicdes essas que causam mudancas nas caracteristicas desejaveis do grdo. Outro
fator determinante é a espécie, das quais Coffea arabica e Coffea canephora sdo as
de interesse comercial. Tudo isso causa alteragdes desde a floragdo sequencial, com
consequente desenvolvimento e amadurecimento desigual dos frutos, até o teor final
de compostos de armazenamento nos grdos. Portanto, trés capitulos foram
desenvolvidos neste trabalho para abordar os problemas mencionados acima. No
primeiro, uma revisdo geral do assunto, como importancia, fenologia, maturacgéao,
colheita e ferramentas tecnoldgicas utilizadas para o monitoramento. No segundo
capitulo, foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar o efeito da aplicacdo de
etileno para acelerar o amadurecimento dos frutos de café e homogeneizar a colheita,
bem como monitorar e comparar este efeito utilizando a contagem visual vs. imagens.
A andlise da quantificacédo e do rendimento mostrou que a aplicacdo de ETEFOM né&o
teve efeito sobre a maturagéo, o que pode ter sido devido a outros fatores. Apesar
disso, foi possivel determinar que, por meio da quantificacdo imagens e de acordo
com a classificacdo agrupada dos frutos, foi obtida uma melhor precisdo com uma
margem de erro de 4% em relacao a colheita, enquanto na quantificacéo visual foi de
7%. O terceiro capitulo apresenta uma revisdo da literatura sobre a qualidade
molecular do café, com foco nos principais compostos de armazenamento, bem como
nos processos relacionados a maturacao do fruto. Essa revisdo mostra que ha pouca
informacédo disponivel sobre a expressdo génica que regula esses processos. Além
disso, sdo necessarias correlacdes desses genes em estudos futuros para determinar
pontos-chave que ajudem a entender as redes de interacfes que desencadeiam a
sintese desses compostos.

Palavras-chave: Coffea arabica; Coffea canephora; quantificacdo de frutos;
compostos de armazenamento; genes; desenvolvimento.



ABSTRACT

Coffee is one of the most commercialized beans in the world, grown under different
conditions that differ from one region to another, such as climate, altitude, soil and light,
conditions that cause changes in the desirable characteristics of the bean. Another
determining factor is the species, of which Coffea arabica and Coffea canephora are
the ones of commercial interest. All of this causes changes from sequential flowering,
with consequent uneven fruit development and ripening, to the final content of storage
compounds in the grains. Therefore, three chapters have been developed in this work
to address the problems mentioned above. The first provides a general review of the
subject, including its importance, phenology, ripening, harvesting and the technological
tools used to monitor it. In the second chapter, a study was carried out with the aim of
evaluating the effect of applying ethylene to accelerate coffee fruit ripening and
homogenize the harvest, as well as to monitor and compare this effect using visual vs.
images counting. The analysis of quantification and yield showed that the application
of ETEFOM had no effect on ripening, which could be due to other factors. Despite
this, it was possible to determine that, by means of images quantification and according
to the grouped classification of the fruit, better precision was obtained with a margin of
error of 4% in relation to the harvest, while in visual quantification it was 7%. The third
chapter presents a review of the literature on the molecular quality of coffee, focusing
on the main storage compounds, as well as the processes related to fruit ripening. This
review shows that there is little information available on the gene expression that
regulates these processes. Furthermore, correlations of these genes are needed in
future studies to determine key points that help understand the networks of interactions
that trigger the synthesis of these compounds.

Keywords: Coffea arabica; Coffea canephora; fruit quantification; storage compounds;
genes; development.



INDICADORES DE IMPACTO

O cultivo do café é de grande importancia econdmica e a sua qualidade depende de
vérios fatores, desde a floracdo até o processamento. Atualmente, um dos desafios
enfrentados pela comunidade cientifica ndo é apenas selecionar cultivares que
aumentem a produtividade e a producdo da cultura, mas também garantir a
composicao e uniformidade dos frutos durante a colheita, para atender aos padrbées
de qualidade estabelecidos Este trabalho traz uma contribuicdo para toda a
comunidade ao usar a avaliacao visual como uma ferramenta para coletar dados sobre
a maturidade dos frutos no campo, pois torna o processo mais rapido, facil e
econdmico. Além disso, as informa¢Bes reunidas sobre os principais compostos
podem ser utilizadas para descobrir novas interagcbes entre eles durante o
desenvolvimento. Com base nesses dados, € possivel encontrar um ponto-chave
decisivo para que eles sejam ativados, e propor uma maneira para manipula-los. O
desenvolvimento do projeto sobre o monitoramento da maturacédo dos frutos do café
traz uma contribuicdo cientifica tanto para o setor privado quanto para o académico,
pois apresenta informacdes relevantes sobre um assunto de interesse comercial e,
portanto, também de interesse industrial, ja que contribui principalmente ao produtor
a prever a safra. Além disso, apresenta uma contribuicdo cientifica ao reunir
informagdes que facilitardo aos pesquisadores a realizagdo de novas pesquisas
relacionadas ao entendimento e a melhoria da qualidade do café.

IMPACT INDICATORS

Coffee cultivation is of great economic importance and its quality depends on several
factors, from flowering to processing. Currently, one of the challenges faced by the
scientific community is not only to select cultivars that increase the crop's productivity
and production, but also to guarantee the composition and uniformity of the fruit during
harvest, in order to meet the established quality standards, this work brings a
contribution to the entire community by using visual assessment as a tool to collect
data on fruit maturity in the field, as it makes the process faster, easier and more
economical. In addition, the information gathered on the main compounds can be used
to discover new interactions between them during development. Based on this data, it
is possible to find a decisive key point for them to be activated, and propose a way to
manipulate them. The development of the project on monitoring the ripeness of coffee
fruit makes a scientific contribution to both the private and academic sectors, as it
provides relevant information on a subject of commercial interest, and therefore, also
of industrial interest, as it mainly helps producers to predict the harvest. It also makes
a scientific contribution by gathering information that will make it easier for researchers
to carry out new research into understanding and improving coffee quality.
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1. INTRODUCAO

O café é cultivado em mais de 80 paises (Murthy e Naidu, 2012), sendo o Brasil
o maior produtor e exportador de café do mundo (Embrapa, 2022), 0 que representa
uma importante fonte de empregos (diretos e indiretos) e renda (Silva, Varela e
Lezama, 2021).

Atualmente, a area em producdo estimada para a cafeicultura brasileira das
espécies Coffea arabica e Coffea canephora é de 1.917.850,9 hectares (ha), sendo a
regido do Sudeste a maior produtora, a0 mesmo tempo, nesta regidao se tem os trés
estados que sdo os mais produtores do pais: Minas Gerais, Espirito Santo e S&o
Paulo, com uma producado respectiva de 29.181,3, 13.014,0 e 5.030,7 mil sacas
beneficiadas. Minas Gerais além de ser o estado com a maior producédo de café do
territdrio nacional é o principal produtor de café C. arabica com 74,5% do total da area
ocupada no pais. Por outro lado, em relacdo a espécie C. canephora, o estado do
Espirito Santo é aquele com a maior area cultivada, totalizando 292 mil ha, segundo
o levantamento estimativo do més de janeiro realizado pela Companhia Nacional de
Abastecimento (CONAB, 2024).

Embora o Brasil seja o maior abastecedor do grao de café no mundo, deve-se
levar em consideracdo que a cada dia a venda nos mercados internacionais esta se
tornando mais rigorosa devido as exigéncias dos consumidores finais. Portanto, o
desafio para os produtores e pesquisadores ndo é apenas aumentar a produtividade
e a producdo do cultivo, mas também garantir que o café atenda aos padrbes de
gualidade estabelecidos (Tolessa et al., 2017; Nafisah et al., 2024)

Um dos fatores que influencia a qualidade final do café € o estadio de
maturagéo que se encontram os frutos no momento da colheita por efeito das floradas
sequenciais do cafeeiro (Masarirambi, Chingwara e Shongwe, 2009). De modo que,
uma mesma planta pode apresentar grdos em diferentes estados fisiolgicos,
dependendo das condi¢des climaticas de cada regido (Casé, 2022). Além disso, sabe-
se que a formacéao dos atributos de qualidade do fruto de café, que se inicia durante
o desenvolvimento no tecido do endosperma € o resultado da interacdo de fatores
genéticos (Leroy et al., 2011), ambientais (Ramos et al., 2016) e agronémicos
(Gaspard et al., 2022), os quais podem alterar as caracteristicas de qualidade tanto

fisica quanto quimica (Hameed, Hussain e Suleria, 2020).
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Neste sentido, € importante conhecer mais sobre o amadurecimento do fruto
de café, em funcdo dos fatores internos, assim como homogeneizar e monitorar a
matura¢cdo em campo.

No segundo capitulo, foi realizado um estudo com o objetivo de avaliar o efeito
da aplicacdo de etileno para acelerar o amadurecimento dos frutos de café e
homogeneizar a colheita, bem como monitorar e comparar este efeito utilizando a
contagem visual vs. modelagem supervisionado de imagens utilizando um software
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (Eron et al., 2024), obtendo resultados
precisos, rapidos e confiaveis, os quais podem ser utilizados em outras investigagoes.
No terceiro capitulo, apresentamos uma revisdo de literatura sobre a qualidade do
café a nivel molecular, onde se destaca a importancia de varios compostos como
fatores determinantes na qualidade (Cheng, Furtado e Henry, 2018; Cheng et al.,

2020) segundo os ultimos avancos.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importancia socioecondmica do café

O café é uma das bebidas mais consumidas no mundo e é o segundo produto
mais comercializado depois do petréleo (Mussatto et al., 2011). E também um dos
produtos agricolas mais valiosos comercializados historicamente (Pancsira, 2022),
responsavel por grande parte da geracdo de empregos, desde sua producdo até a
comercializacdo (Ormond et. al, 1999). O comércio mundial de café € baseado em 2
espécies C. arabica que representa 60% da producéo e os 40% restantes sdo de C.
canephora (Valencia-Lozano, 2021).

O cafeeiro é cultivado em mais de 80 paises ao redor do mundo (Murthy e
Naidu, 2012). O Brasil € o maior produtor e exportador de café (ICO, 2017; Embrapa,
2022), seguido pelo Vietnd, Colébmbia, Indonésia, etc. (Embrapa, 2022). O cultivo &
fundamental na economia brasileira, pois tem uma participagdo importante no
equilibrio comercial agricola (Medeiros e Rodrigues, 2017). Em 2022, o pais atingiu
um valor de US $9,2 bilhbes em exportacdo de café, considerado o maior valor
registrado (CONAB, 2023). Portanto, o cultivo de café atua como fonte de emprego e
renda, principalmente nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo e o Espirito Santo, que
sao os maiores produtores nacionais (CONAB, 2022, 2023, 2024).
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2.2. O cafeeiro: aspectos botanicos

A origem do café € do continente africano, € uma planta de porte arbustivo
(Davis et al., 2006) da familia Rubiaceae e seu género, Coffea (Davis et al. 2011), é
representado por 130 espécies (Davis e Rakotonasolo, 2021), dentre 0s quais apenas
C. arabica e C. canephora, apresentam importancia econémica (Davis et al., 2006).

A nivel genético, o C. arabica é tetrapldide (2n=4x=44 cromossomos),
proveniente de um cruzamento natural entre C. canephora e C. eugenoides
(Lashermes et al., 1999, 2000).

Os ramos laterais também chamados de ramos primarios, que contém por sua
vez ramos secundarios e terciarios (Murthy, 2012), € onde ocorre a floracdo e
formacao de frutos (Vieira, 2008).

O fruto do cafeeiro € considerado uma drupa carnosa, com pericarpo composto
por varias camadas. O exocarpo, que corresponde a pele externa do fruto (casca),
seguido pelo mesocarpo também conhecido como mucilagem ou polpa e por ultimo,
o endocarpo, denominado pergaminho, uma fina capa que envolve as sementes
(Esquivel e Jimenez, 2012). A semente, por sua vez, € dividida em perisperma ou
pele prateada, que constitui a capa mais externa, o endosperma, € o principal tecido
de reserva e o embrido, parte importante para iniciar 0 processo da germinacao
(Ferreira et al., 2019; Geromel et al., 2006). Inicialmente, nos primeiros estadios apés
a fecundacdo o tecido mais visivel é o perisperma, enquanto o endosperma se
desenvolve a partir dos 15-150 dias. Entre os 90-120 dias é quando ocorre seu maior
crescimento e também a diminui¢cdo do perisperma, reduzindo-se a uma pelicula fina,
por outro lado, o embrido torna-se visivel até os 90-105 dias de desenvolvimento
(Dussert et al, 2018; Salazar et al., 1994). De acordo com o desenvolvimento dessas
camadas, sera determinado o perfil de qualidade e sabor da bebida de café (Vaast et
al., 2006).

2.3. Aspectos fenoldgicos do cafeeiro

O cafeeiro (C. arabica) apresenta um ciclo fenoldgico de dois anos, com as
fases vegetativa e reprodutiva, ocorrendo ambas simultaneamente (Camargo e
Camargo, 2001). Segundo o modelo revisado por Lopez et al. (2021), no Brasil, esses

estadios podem ocorrer em diferentes etapas dependendo do tipo de cultivar precoce
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ou tardia. De acordo com essas fases, o desenvolvimento do fruto € um processo que
ocorre em varios meses apos a antese, cujas etapas sdo: crescimento, enchimento
de grdo e maturacdo do fruto (De Castro e Marraccini, 2006; Lépez et al., 2021).
Processos que podem ser comprometidos por periodos curtos ou prolongados de

seca e chuvas (Torres et al., 2021).

2.4. Maturacao do fruto

A maturacdo do fruto € um processo biolégico natural geneticamente
programado na planta (Perotti, Moreno e Podesta, 2014). Durante este processo, sao
ativadas vias fisioldgicas que causam mudancas tanto externas quanto internas no
fruto (Barry e Giovannoni, 2007). Essas mudancas incluem alteragbes no sabor,
aroma, textura e cor (Gierson e Kader, 1986). Esta ultima é um indicador visual
amplamente utilizado no campo para determinar a maturacao, pois a medida que o
processo de maturacdo avanca, a degradacao da clorofila se torna evidente (Bi et al.,
2023; Eron et al., 2024). A clorofila, responséavel pela cor verde nas plantas (Vollmar
e Moser, 2023), degrada-se durante a senescéncia por estimulos externos como luz,
temperatura, disponibilidade de agua e aumento de horménios como etileno (Zou et
al., 2024; Espley e Jaakola, 2023; Jing, 2005). A degradacdo permite que outros
pigmentos como carotendides e antocianinas presentes nas frutas se tornem mais
visiveis, proporcionando cores como amarelo, laranja, vermelho e roxo (Espley e
Jaakola, 2023).

2.5. O etileno (C2H4)

O etileno € um horménio vegetal gasoso que regula muitos aspectos do ciclo
de vida da planta, como germinacao de sementes, respostas ao estresse, maturacéo
e abscisao de frutos, senescéncia de 6rgaos e tecidos (Binder, 2020; Schaller, 2012).
Nos frutos climatéricos, observa-se um elevado aumento na biossintese de etileno, o
que implica principalmente um aumento da respiracéao, alteracdes na firmeza da
parede celular, na sintese de compostos organicos volateis (COV), antocianinas,
carotendides e agucares (Igbal et al., 2017; Pereira et al., 2005; Zerbini et al., 2015).

De acordo com Yang (1986), na via de biossintese do etileno existem trés

enzimas principais: S-adenosil-L-metionina sintase (SAM sintase), ACC sintase (ACS)
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e ACC oxidase (ACO). Na primeira reacdo, a S-adenosil-L-metionina (SAM) é
catalisada pela SAM sintase a partir da metionina (Wang, Li e Ecker, 2002).
Posteriormente, a SAM € convertida em acido Il-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) pela acdo da enzima ACS. Finalmente, o ACC é transformado em etileno pela
enzima ACO (Wang, Li e Ecker, 2002). Essas enzimas variam significativamente sua
atividade de acordo com os fatores de desenvolvimento, hormonais e ambientais (Lin
et al., 2009).

2.6. O etileno e sua relagdo com amadurecimento de frutos de café

De acordo com Karlova et al. (2011), o amadurecimento de frutos € um
processo geneticamente programado que gera alteragbes na textura, cor, sabor e
aroma. Estudos em frutos climatéricos demonstram que a maturacao € induzida pelo
etileno, assim como ocorre no fruto do cafeeiro (Carvalho et al., 2003; Scudeler et al.,
2004; Bustamante-Porras et al., 2007; Budzinski et al., 2011; Sagio et al., 2013). Nos
frutos de café existe um aumento acelerado da concentracdo interna de etileno nas
primeiras etapas de do amadurecimento (Pereira et al., 2005; Saltveit, 1999). O que
mostra o papel crucial do etileno no tempo de amadurecimento dos frutos (Sagio et
al., 2014).

Figura 1- Produgéo de etileno em frutos de Coffea arabica durante o
amadurecimento.

Ethylene nL.g"".h"!

° " " M .
1 2 3 & 5
Fruit ripening stage

Fonte: Pereira et al. (2005).
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2.7. Aplicacdo de ETEFOM (Acido 2-cloroetil fosfénico)

O ETEFOM é uma molécula composta (Figura 2) que, ao entrar em contato
com o tecido vegetal em um meio de pH neutro a basico, libera acido fosforico, cloro
e etileno (Dass et al., 1976; Ferrara et al., 2016). E uma molécula estavel em uma
solucéo de baixo pH, mas nos tecidos é hidrolisada em meios com o pH mais alto
(Dass et al., 1976; Olien e Bukovac, 1978). Os efeitos do etileno exdgeno concentram-
se em alterar ou acelerar os processos naturais de desenvolvimento, maturacao e

senescéncia (Saltveit, 1999).

Figura 2 —Equacédo quimica da reacdo da molécula de ETEFOM.

0]
I
CI-CHyCHzP-O- + H,0 =CI" + CH, = CH, + HyPO,
0-
Fonte: Biddle et al. (1976).

O uso do ETEFOM e seus efeitos em certas frutas sdo mostrados por alguns
estudos, como a aceleragédo do amadurecimento de frutos (Benassi e Almeida, 2020;
Ampa et al., 2016); atua na biossintese do etileno (Crisosto et al., 1991; Carvalho et
at., 2003; Scudeler et al., 2004; Nakayama et al., 2009); diminui a concentracdo de

acido mélico e a firmeza da fruta (Ampa et al., 2016), etc.
2.8. Colheita do café e qualidade da bebida

O inicio da colheita do café ocorre quando se observa uma maior uniformidade
na maturacdo, porém o percentual de frutos maduros na planta pode variar
dependendo da regidao onde se localiza a lavoura (Silva et al., 2016), assim frutos
imaturos ou senescentes (muito maduros) acarretam perdas qualitativas devido a
alteracdes de sabor e aroma (Mesquita et al., 2016, Toci e Farah, 2008). Sendo assim,
€ de grande importancia para o setor conseguir uma alta uniformidade na maturagao
dos frutos de café no momento da colheita (Pimenta, Angélico e Chalfoun, 2018; Marin
et al., 2003).
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2.9. Ferramentas tecnolédgicas para monitoramento dos frutos de café

Os avancos tecnologicos na agricultura de precisdo, como sensores, drones,
computadores, satélites, dispositivos moveis e software, tém permitido aumentar a
produtividade das culturas, melhorar a eficiéncia no uso de recursos e mitigar as
mudancas climaticas, revolucionando os métodos agricolas tradicionais (Fountas et
al., 2020; Chandel et al., 2024; Segarra, 2024; Tyagi e Pandey, 2024). A adogé&o
dessas tecnologias na cafeicultura estd cada vez mais sendo utilizada pelos
agricultores e estudada pela comunidade cientifica. Os sistemas computacionais,
como métodos ndo destrutivos para monitorar a maturacdo dos frutos do café,
permitem obter varias caracteristicas, incluindo quantificacdo e classificacdo dos
frutos, que sdo fundamentais quando se refere a custos de producdo e tempo de
planejamento (Chandel et al., 2024; Bazame et al., 2022; Ramos et al.,, 2017;
Rodriguez et al., 2020).

Apesar de haver muitas pesquisas ja disponiveis nesse campo como é
mencionado anteriormente, as tecnologias e o conhecimento estdo em constante
mudanca, buscando obter resultados mais precisos e confiaveis. Recentemente, Eron
et al. (2024) publicaram um método que usa imagens para quantificar e classificar os
frutos do café na planta, o que também permite determinar o momento ideal para a
colheita com base na classificacao dos frutos para obter maior uniformidade e, assim,
melhorar a qualidade. A ferramenta proposta utiliza a versao 7 do algoritmo YOLO
(You Only Look Once).

YOLO é um algoritmo de deteccéo de objetos baseado em imagens (Redmon
et al., 2016), que usa uma métrica de precisdo média (mAP) com um limite de
intersecao sobre unido (loU) de 0,5, o que permite avaliar o desempenho do modelo
(Bazame et al., 2022; Eron et al., 2024).
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ABSTRACT

Coffee is one of the most traded products in the world, after oil, and it is responsible
for generating employment from its production to its commercialization. The final
quality of the product can be influenced by many factors, including uneven ripening.
Ripening is the final phase of fruit development, a fundamental process for the
synthesis of compounds necessary to obtain characteristics such as flavor, aroma,
texture, and color. Therefore, to ensure these desirable characteristics for quality, it is
important to standardize ripening and harvest the coffee when plants in the field have
over 80% mature fruits. The aim of this study was to evaluate the effect of applying
ethylene to accelerate coffee fruit ripening and homogenize the harvest, as well as to
monitor and compare this effect using visual vs. images counting. The experiment was
conducted at Cafua Farm, located in ljaci-MG. The experimental period in the field
lasted approximately one month, using seven-year-old plants of the Catuai cultivar
(Coffea arabica). The experimental design used was randomized blocks, consisting of:
C - control, T1 - product application on the entire plant, and T2 - product application on
the lower region of the plant. For both treated groups, the same dose of the commercial
product IMPULSE (48.0% m/v of ETEFOM) was used at a ratio of 195 mL per 100L of
water, following the recommended dose on the product label. visual and images
guantification was evaluated. Data collection was done at 0, 15, and 30 days after
application. The analysis of quantification and yield showed that the application of
ETEFOM had no effect on ripeness, which may have been due to other factors. Despite
this, it was possible to determine that the results of visual and images quantification,
according to the grouped classification of the fruit, were 84% and 73% of cherry fruit,
respectively. The final harvest yield was 77% of the cherry fruit, below the 80%
recommended for the start of the harvest. Considering the margin of error in relation to
the final harvest, images quantification had a margin of error of 4%, which was closer
to the margin of error of 7% obtained in visual quantification. The images method
evaluated in this study is a potential tool for obtaining valuable information for
producers and researchers about fruit ripening and estimating production yields in the
field.

Keywords: quantification; coffee quality; classification; harvest.

1. INTRODUCAO
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A qualidade do café € um parametro muito importante nos mercados
internacionais (Nafisah et al., 2024). Esta pode ser comprometida por multiplos fatores
no campo e durante a cadeia de processamento (Hameed, Hussain e Suleria, 2020).
No campo, a maturagcédo desigual dos frutos no momento da colheita € provocada
pelas floragcdes sequenciais (Masarirambi, Chingwara e Shongwe, 2009) e as
mudancas no microclima dentro da mesma planta podem causar alteracfes genéticas
que levam ao amadurecimento tardio na regido inferior (Cheng et al., 2020).
Atualmente, todos esses fatores continuam sendo um grande desafio no cultivo do
café (Cheng et al., 2020; Masarirambi, Chingwara e Shongwe, 2009).

E por isso que alguns produtores no mundo realizam a colheita quando tem o
méaximo de frutos maduros possiveis ou fazem varias colheitas. No entanto, no Brasil,
a colheita é comumente feita uma Unica vez, seja mecanica ou visualmente, pois a
realizacdo em duas ou trés vezes aumenta os custos de producao (Da Silva, 2001).

Nos ultimos anos, acelerar e padronizar o amadurecimento dos frutos do café
para obter café de qualidade tem sido objeto de estudo e discussao, realizando
pesquisas sobre a aplicacdo de produtos que possuem o ETEFOM como principio
ativo, pois atuam na biossintese do etileno (Crisosto et al., 1991; Carvalho et al., 2003;
Scudeler et al., 2004; Nakayama et al., 2009; Benassi e Alma, 2020). Uma vez que a
maturacdo dos frutos climatéricos (banana, maca, café, kiwi etc.) € induzida por esse
hormonio vegetal (Jiang et al., 2000; Harada et al., 2000; Sagio et al., 2013; Ampa et
al., 2016). No entanto, para padronizar a maturacdo ao realizar uma aplicacdo, é
necessario o0 monitoramento dos frutos. Isso pode ser feito visualmente, quantificando
os frutos com base na coloracdo (Rodriguez et al., 2020), porém isso demanda mais
tempo, 0 que pode aumentar o custo da mao de obra. Monitorar a maturacéo é uma
pratica antiga e essencial realizada pelos produtores para estimar a producdo e
determinar o momento ideal da colheita. Diante da importancia dessa pratica, novas
alternativas tecnoldgicas foram desenvolvidas; o uso de imagens no campo € uma
delas (Ramos et al., 2017; Rodriguez et al., 2020; Bazame et al., 2022; Eron et al.,
2024).

Embora muitas pesquisas ja estejam disponiveis, algumas das quais foram
mencionadas anteriormente neste campo, as tecnologias e o conhecimento estdo em
constante evolucdo, buscando obter resultados mais precisos e confiaveis.
Recentemente, Eron et al. (2024) desenvolveram um modelo computacional que

utiliza imagens para quantificar e classificar os frutos do café na planta.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo de
etileno na area foliar da planta para acelerar o amadurecimento dos frutos de café e
homogeneizar a colheita, bem como monitorar e comparar este efeito utilizando a

contagem visual vs. imagens.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Localizacdo e condi¢cdes experimentais

O experimento foi desenvolvido na Fazenda Cafud, localizada em ljaci, MG —
Brasil, com coordenada 21°09'52"S 44°59'31"W, altitude de 933 m acima do nivel do
mar (figura 1). A regido é classificada como subtropical com inverno seco (Cwa)
segundo a classificacdo climatica de Képpen Com uma temperatura média anual de
19,4 °C. A precipitacdo média anual é de 1460 mm e a umidade relativa média anual
de 76% (Do Nascimento et al., 2024).

A parcela onde a pesquisa foi instalada possuia as condi¢Bes ideais
(nutricionais e fitossanitarias) recomendadas para o cultivo em producéo. O periodo
experimental no campo teve duracdo aproximada de 1 més, sendo utilizadas plantas
com 7 anos de idade da cultivar Catuai (C. arabica) com espacamento de 3,60 x 0,80

m.

Figura 1 - Localizacdo experimental em campo na Fazenda Cafua, ljaci, MG.
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Fonte: Do autor (2024).
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2.2. Tratamentos e delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, composto
por: C- grupo controle sem aplicagéo de produto, T1- aplicacdo do produto em toda a
planta e T2- aplicacdo do produto somente na regido inferior da planta. Dessa
maneira, 0 experimento foi composto de trés tratamentos com trés repeticbes para
cada tratamento (cada repeticdo continha 3 plantas) (Figura 2), mantendo-se uma
distancia consideravel no campo entre cada repeticAo para que nao ocorresse

influéncia na aplicacao entre os tratamentos.

Figura 2 - Croqui do experimento conduzido com o C. arabica cv. Catuai Vermelha.

45 548 848

T1B3 T2B3 CB3

45 548 848

T2B2 cB2 T1B2

S84 848 448

cB1 TiB1 T2B1

Legenda: C: Controle; T: Tratamento; B: Bloco.
Fonte: Do autor (2024).

As 3 plantas que foram selecionadas por repeticdo, foram marcadas e cada
uma dividida em duas regides (superior e inferior), também foram marcados 4 ramos
por planta, selecionando de cada lado, um ramo na regido superior e outro na regiao
inferior (Figura 3). Além disso, foram marcados 3 nés em cada ramo. Dessa forma,

foram analisados 12 ramos por repeticédo.
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Figura 3 - Esquema experimental de divisdo das plantas que foram avaliadas
em C. arabica cv. Catuai Vermelha.
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Fonte: Do autor (2024).

Para os dois grupos tratados (T1 e T2) no experimento com o produto comercial
IMPULSE (48,0% m/v de ETEFOM) foi utilizada a mesma dose a uma relagéo de 195
mL.100L-1 de agua e uma unica aplicacdo, tomando como referéncia a dose
recomendada pela bula do produto comercial (Sumitomo Chemical, 2023).

Em condicdes de campo e no periodo da manha, a aplicacéo foi efetuada na
area foliar das plantas por meio de um pulverizador costal manual de 20L, abrangendo
folhas (regido adaxial e abaxial) e frutos que se encontravam em diferentes estagios
do amadurecimento principalmente verdes, em menor quantidade verde cana, cereja,
passa e seco, tomando como referéncia a escala da fase fenoldgica descrita por
Morais et al. (2008).

2.3. Coleta dos frutos

Os frutos foram colhidos 30 dias ap0s a aplicacdo do produto, de acordo com
o intervalo de seguranca recomendado para a cultura do café (Sumitomo Chemical,
2023). Em campo, foram colhidos todos os frutos das plantas inicialmente marcadas
de todos os tratamentos. Para cada repeticdo, dos frutos totais foram coletadas
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amostras de 1848 gramas (g), as quais foram levadas para o laboratério para

classificacdo e pesagem.

2.4. AvaliacOes

2.4.1. Quantificacao, classificacao e rendimento dos frutos

Para registrar a maturacdo dos frutos desde a aplicacdo do produto até sua
colheita, foi realizada uma contagem visual dos frutos dos nés marcados a cada 15
dias, em funcao do grau de maturacao, estabelecido pela cor do fruto em verde (sem
evidéncias de alteracdo na cor), verde cana (ja iniciaram a maturacao), cereja
(vermelho-claro e maduros fisiologicamente), passa (vermelho-escuro e com inicio de
desidratacdo) e seco (desidratados com coloracao externa escura) (Morais, 2008).

Todas as avaliacbes que foram realizadas visualmente também foram
realizadas por meio do uso de imagens. Com a ajuda de um telefone (dispositivo
moével), foram tiradas imagens sem flash dos ramos marcados a uma distancia de 30
cm aproximadamente e em diferentes condi¢cdes de luminosidade. As imagens foram
nomeadas e armazenadas no computador para posteriormente serem analisadas,
utilizado o algoritmo que foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa do Laboratorio
de Fisiologia Molecular de Plantas (LFMP) (Eron et al., 2024). O algoritmo analisou as
imagens detectando o numero de frutos visiveis em toda a imagem e, no final, foram
obtidos dados numéricos da mesma forma que na quantificacéo visual e, em seguida,
analisados entre os tratamentos para cada uma das duas quantificagoes.

Os frutos da colheita levados ao laboratoério para classificacdo foram separados
e pesados de acordo com a classificagdo mencionada anteriormente. Em seguida, os
resultados da colheita foram entdo comparados com os dados obtidos aos 30 dias por
quantificacdo visual e imagem, mas primeiro foi necessario expressar os dados em
porcentagens.

Aléem disso, com base nos dados coletados, foi feita outra classificacéo,
agrupando os frutos em: verde (verde + verde cana), cereja (cereja + passa) e seco.
Utilizando essa classificagdo, foram feitas as mesmas analises mencionadas

anteriormente para comparar as duas classificacdes de frutos.
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2.4.2. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) por meio do software R versao 4.3.3, e as médias de
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p <
0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Quantificacéo, classificacdo e rendimento dos frutos

Para avaliar o grau de maturacao dos frutos apés a aplicacdo de ETEFOM ao
longo do tempo (0, 15 e 30 dias) foi feita uma avaliacdo estatistica comparando 0s
tratamentos dentro de cada estagio de maturacdo. Na figura 4, pode-se observar que,
para a quantificagdo visual, em todos os graficos a escala do numero de frutos foi
menor do que a escala por imagens, pois esta Gltima levou em conta um niimero maior
de frutos durante a quantificacdo (Figura S3). Em relacédo as analises estatisticas da
guantificacdo visual, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
diferentes tratamentos nos diferentes estagios de maturacdo. O mesmo ocorreu com
a quantificagéo por imagens, onde apenas foram identificadas diferencas significativas
entre os tratamentos nos frutos verde cana no dia 0O e nos frutos secos no dia 30
(Figura 4). Estes resultados demonstram que néo foi observado nenhum efeito na
maturacdo com a aplicagdo de ETEFOM. Em contraste com outros estudos em que
se constatou que produtos que tem como ingrediente ativo o ETEFOM uniformizam e
antecipam de 15 até 30 dias a colheita (Carvalho et al., 2003; 2022; Da Silva et al.,
2006; De Negreiros, Nascentes e Brunelli-Nascentes, 2019). Por conseguinte, uma
melhor qualidade da bebida (De Negreiros, Nascentes e Brunelli-Nascentes, 2019).

O resultado obtido neste estudo (Figura S2), entre o controle e os tratamentos
aos quais foi aplicado o ETEFOM para acelerar o endurecimento, pode ser devido a
diversos fatores que comprometem a eficacia do produto. A eficacia da molécula de
ETEFOM requer certos cuidados, como o uso de agua com baixa alcalinidade para
misturar a solucéo (Walters e Lopez, 2018); o momento da aplicacéo do produto deve
ser quando cerca de 15% dos frutos cereja ja estiverem presentes (Winston et al.,

1992); e a temperatura ambiente ideal deve ser <23 °C (Walters e Lopez, 2018). Neste
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estudo, a agua da torneira foi usada para misturar com o produto e, em seguida, foi
aplicada na area foliar das plantas pela manh&, quando as temperaturas estavam
baixas, e momento da aplicagéo foi realizado quando ja tinham frutos cereja (Figura
4).

Além disso, o equipamento utilizado para a aplicacdo também pode ter
influenciado os resultados. Foi utilizado um pulverizador costal, que € menos eficiente
em comparagdo com outros pulverizadores mecanizados (Scudeler et al., 2004).
Outro fator relevante € o tipo de cultivar de café (precoce, intermediario e tardio), que
pode influenciar a eficacia do ETEFOM. Cultivares intermediarios, como a Topazio,
nao apresentam diferencas na aplicacdo do produto (Carvalho et al., 2003). No
entanto, este estudo usou a cultivar precoce Catuai, que ja demonstrou acelerar o
amadurecimento com o ETEFOM (Carvalho et al., 2003).

E importante ressaltar que as condi¢cbes meteorolégicas no campo no dia da
aplicacao (15/04/2023) nao foram favoraveis, foi registrada uma precipitacéo de 26,9
mm para a regido (ndo estava na previsao), de acordo com a estacdo meteoroldgica
[83687] LAVRAS - MG (Inmet, 2023). O que pode ter comprometido o efeito do
produto. E as diferencas visuais na maturacdo observadas na Figura S2 entre as
regides superior e inferior sdo principalmente atribuidas a fatores externos, incluindo

a temperatura, como ja foi referido por outros autores (Cheng et al., 2020).
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Figura 4. Quantificacdo visual dos frutos de café de toda a planta (a esquerda) e
imagens (a direita).
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Legenda: De acordo com o estagio de maturagéo (classificacéo detalhada) nos dias 0, 15 e
30 apos a aplicacdo dos tratamentos (C controle, T1: aplicacdo do produto em toda a planta
e T2: aplicagdo do produto somente na regido inferior da planta). Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas entre os tratamentos no mesmo
periodo de tempo, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05). As barras representam o erro
padrao da média de trés repeticoes.

Fonte: Do autor (2024).
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A partir dos resultados obtidos, foi realizada uma comparacao entre ambos
métodos de avaliacdo (visual e imagens) aos 30 dias quando foi feita a colheita.
Devido aos possiveis erros na quantificacdo visual, causados pela percepcao
individual de cada pessoa ao classificar, foi feita uma analise com 2 tipos de
classificacdo dos frutos, uma considerando todos os estagios e outra agrupando
algum deles, conforme mostrado na figura 5 A e B. De acordo com esses resultados,
observa-se que para ambas as classificacdes (A e B), o percentual de frutos verdes
pela quantificagéo por imagens foi maior, 17% e 21% (Fig.5 A e B), enquanto houve
uma menor quantidade de frutos cereja na quantificacdo por imagens.

Para determinar a colheita, a classificacdo agrupada utilizada na Fig.5 B é a
mais utilizada em campo (Nogueira et al., 2021). De acordo com os resultados obtidos
para essa classificacdo, pela quantificacdo por imagens, obteve-se 73% de frutos
maduros no momento da contagem, enquanto que na quantificacdo visual foi 84%.
Deve-se destacar que o mais usual é que a colheita deve ser iniciada apenas quando
houver mais de 80% dos frutos maduros (indice de colheita), caso contrario, a
qualidade final pode ser comprometida (Ferrdo et al., 2012). Uma alta presenca de
frutas verdes pode alterar significativamente a composicéao final da bebida (Mazzafera,
1999).

Figura 5: Quantificacdo dos frutos de café de toda a planta visual e imagens ao dia 30
apos a aplicacéo dos tratamentos.
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Legenda: Os gréaficos A e B mostram a porcentagem de frutos em dois tipos de classificagdes.
A classificagdo em B € uma reducéo dos estéadios da classificagdo em A. Verde (verde + verde
cana), cereja (cereja + passa) e seco.

Fonte: Do autor (2024).

Os dados obtidos pela quantificagdo por imagens estdo mais proximos aos
dados coletados para o rendimento (figura 6) o qual foi realizado a partir de uma

amostra representativa da colheita final (figura S1). A partir da amostragem apos a
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colheita final, também é possivel corroborar que o produto aplicado néo teve efeito;
estatisticamente, ndo houve diferencas entre os tratamentos (Figura 6 A e C). Por
outro lado, o gréfico (B) e (D) (Figura 6) mostra o peso total da soma de todos 0s
tratamentos, onde foram obtidos 516 g de frutos verdes considerando a classificagcéo
detalhada (Figura 6B) e 1121 g para a classificacdo agrupada (Figura 6D),
representando 9% e 20%, respectivamente. Para o fruto cereja, foi obtido um peso de
peso de 3669 g na classificagdo detalhada equivalente a 66% (Figura 6B) e 4246 g
equivalente a 77% na classificagao agrupada (Figura 6D).

Utilizando a classificacdo agrupada os dados mostram que 73% na contagem
por imagens foi de fruto cereja, enquanto que no rendimento da colheita em campo
77% da amostra foi fruto cereja, com uma margem de erro de 4%, ambos abaixo do
80% recomendado para iniciar a colheita (Ferrdo et al., 2012). Enquanto que, no
método visual foram obtidos valores acima 80% de fruto cereja com erro de 7% com

respeito ao rendimento da colheita final.

Figura 6: Peso de frutos café advindos de uma amostragem da colheita em campo,
separados em diferentes classificacoes.
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Legenda: (A) e (C) classificacdo detalhada. (B) e (D) classificacdo agrupada. Os graficos (A)
e (C) mostram o peso dos frutos por tratamento (C controle, T1: aplicagédo do produto em toda
a planta e T2: aplicac@o do produto somente na regido inferior da planta). Os gréaficos (C) e
(D) mostram o peso dos frutos da soma de todos os tratamentos. A classificacdo agrupada é
uma reducdo dos estadios de maturacao. Verde (verde + verde cana), cereja (cereja + passa)
e seco. Médias seguidas pelas mesmas letras ndo apresentam diferencas significativas entre
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0s tratamentos no mesmo estagio de maturacéo, de acordo com o teste de Tukey (P < 0,05).
As barras representam o erro padrdo da média de trés repeticdes.
Fonte: Do autor (2024).

Os dados apresentados por Eron et al. (2024) sdo semelhantes a estimativa
encontrada neste estudo. Em outros trabalhos que utilizaram imagens para determinar
a maturacao, o erro de estimativa da colheita é maior: algoritmos de processamento
de imagens 3D com um erro estimado de 3,7% e 8,7% (Ramos, Avendano e Prieto,
2018), algoritmo K-nearest neighbour (KNN) 6,67% (Dermawan et al., 2023), Machine
Vision System (MVS) 6% (Ramos et al., 2017).

Embora os resultados obtidos mostrem uma margem de erro baixa (4%) em
comparagcdo com outros trabalhos mencionados acima, é possivel melhorar a
sensibilidade do modelo treinando imagens. Para isso, o modelo é avaliado por uma
métrica de precisdo mediana (mAP) com um limite de interse¢éo sobre a unido (loU)
de 0,5 (Eron et al., 2024).

Em geral os resultados demonstram que com a quantificagdo por imagens
analisado neste trabalho, sdo obtidos dados confiaveis o que pode ser atribuido ao
fato de que a amostragem € mais representativa e precisa para distinguir os estagios
de maturacdo em comparacao com a contagem visual, a qual € mais trabalhosa e que
envolve vérias pessoas na coleta de dados, aumentando assim a probabilidade de
erros ao diferenciar os estagios de maturacéo (Martins et al, 2021). Por outro lado, a
guantificacdo por imagens analisado neste estudo tem vantagens sobre outros
métodos propostos, pois ndo requer equipamentos sofisticados para obter e processar

as imagens (Rodriguez et al., 2020; Rosas et al., 2022).

4. CONCLUSAO

Embora a aplicacdo de ETEFOM néo tenha tido efeito na aceleragdo da
maturacdo dos frutos por outros fatores, foi possivel comprova-lo por meio da
quantificacdo e do rendimento analisados para cada um dos tratamentos. A
quantificacdo por imagens analisado neste estudo mostrou-se eficiente e confiavel na
classificacdo e estimativa da maturacdo dos frutos de café em comparacdo com o
método visual. E uma ferramenta ndo destrutiva que fornece informacdes valiosas,
oferecendo maior representatividade e precisdo dos dados sem a necessidade de
equipamentos sofisticados. I1sso o torna uma opg¢éao pratica e viavel para produtores e
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pesquisadores, para fins como monitoramento, estimativa de producdo e
determinacdo do momento ideal da colheita. Além disso, € uma ferramenta que reduz
0 tempo e, portanto, 0s custos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Figura S1: Representacao da quantificacéo e classificacdo detalhada dos frutos da
colheita no campo de uma repeticédo bioldgica por tratamento.

(A) CB1

b e g

Verde Verde Cereja Passa
cana

Legenda: (A) C- Controle; (B) T1 — aplicacdo em toda a planta; (C) T2 — aplicacéo s6 a regido
inferir da planta.
Fonte: Do autor (2024).
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Figura S2: Representacdo do amadurecimento dos frutos ao longo do tempo no
campo de uma repeticao bioldgica por tratamento.
(A) CB1 (B) T1B2 (c)T2B3

5

Superior

Inferior

Dia 0 Dia 15 Dia 30 Dia0 Dia 15 Dia 30 Dia 0 Dia 15

Legenda: (A) C- Controle; (B) T1 — aplicacdo em toda a planta; (C) T2 — aplicagéo s6 a regido
inferior da planta.
Fonte: Do autor (2024).

Figura S3: Representagdo da quantificacéo dos frutos de café visual e imagens.

Legenda: (A) Ramo marcado com 3 nés que foram selecionados para realizar a quantificacao
visual. (B) Imagem do mesmo ramo marcado e analisado pelo algoritmo que quantificou todos
os frutos mostrados. As caixas de diferentes cores representam as etapas que foram
analisadas (classificacédo detalhada dos frutos).

Fonte: Do autor (2024).
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Qualidade a nivel molecular dos frutos do café: avancos e perspectivas

Keila Lizeth Reyes Rodriguez?!, Joyce Pereira Alvarenga?, Raphael Ricon de Oliveirat, Antonio
Chalfun Junior!

!Laboratério de Fisiologia Molecular Vegetal (LFMP), Setor de Fisiologia Vegetal,
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Lavras (UFLA), Minas Gerais, Brasil.

ABSTRACT

The quality of coffee is considered a fundamental parameter for its commercialization
in international markets. Many studies have demonstrated differences between the two
Coffea species of commercial interest, with Coffea arabica being the species with
better sensory quality than Coffea canephora, due to variations in the content of the
main compounds that determine the quality of the beverage during roasting. These
compounds are defined during bean formation and maturation, which are influenced
by several internal and external factors, including the expression of genes involved in
the main biosynthetic pathways. Molecular studies in recent years have made
significant advances in the understanding of these compounds, however, further
studies of the two species are still required to help understand the interaction and key
points. As demonstrated in this literature review, detailed information is provided on
the molecular advances that have been related to coffee quality and are available for
C. arabica and C. canephora.

Keywords: genes, endosperm, storage compounds, development, fruit ripening

1. INTRODUCAO

7

O café é uma cultura altamente demandada pelos mercados nacionais e
internacionais devido a sua ampla aceitacéo pelos consumidores (Dos Santos, 2021,
Murthy e Naidu, 2012; Surma e Oparil, 2021). A demanda impulsiona a economia de
um pais, mas também serve como uma fonte de emprego para as inumeras familias
que trabalham no campo e na cadeia de produgdo. O comércio mundial de café &
baseado em 2 espécies Coffea arabica e Coffea canephora que representam 60% e
40% da producdo mundial respectivamente (Valencia, 2021). A espécie arabica é mais
apreciada pelos consumidores por sua qualidade na bebida, destacando-se por conter
sabores e aromas distintivos (Barbosa et al., 2019). Esses compostos séo o resultado
de multiplas interacdes entre fatores genéticos (Leroy et al., 2011), ambientais (Ramos
et al., 2016) e agrondmicos (Gaspard et al., 2022) durante o desenvolvimento do gréo.

A composicdo final dos grdos e a maturacdo desuniforme (Masarirambi,

Chingwara e Shongwe, 2009) no momento da colheita representam 40% da qualidade
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final do café, enquanto que os 60% restante € definido na pods-colheita até seu
processamento (Musebe, Agwanda e Mekonen, 2007; Velasquez e Banchoén, 2023).
Como grande parte da qualidade do gréo é definida desde o desenvolvimento do fruto
(Pérez, 2023), € importante estudar, mais a fundo, as principais vias relacionadas a
qualidade, e como ocorrem as interacbes a nivel molecular durante o
desenvolvimento. Portanto, esta revisdo tem como objetivo compilar a informacéo
atual dos avangos na qualidade dos frutos a nivel molecular, proporcionando uma
visdo geral Util para estabelecer novas pesquisas que auxiliem na obtencdo de mais

respostas.

2. ANATOMIA E DESENVOLVIMENTO DO FRUTO DE CAFE

O fruto do cafeeiro € considerado uma drupa carnosa, com pericarpo composto
por varias camadas. O exocarpo, que corresponde a pele externa do fruto, seguido
pelo mesocarpo também conhecido como mucilagem ou polpa e por ultimo, o
endocarpo, denominado pergaminho, uma fina capa que envolve as sementes
(Esquivel e Jimenez, 2012). A semente, por sua vez, é dividida em perisperma ou
pele prateada, que constitui a capa mais externa, o endosperma, que € o principal
tecido de reserva e o embrido, parte importante para iniciar o processo da germinacao
(Ferreira et al., 2019; Geromel et al., 2006). Nos frutos do café, o ciclo fenoldgico de
desenvolvimento e maturagdo € mais curto em C. arabica em comparacdo com C.
canephora, levando de 6 a 9 meses e de 9 a 11 meses, respectivamente (Wintgens,
2004). Em C. arabica, nos primeiros estadios ap0ds a fecundacéo o tecido mais visivel
€ o perisperma (Figura 1A), enquanto o endosperma se desenvolve a partir dos 15-
150 dias apos a floragéo (DAF), sendo entre os 90-120 DAF onde ocorre seu maior
crescimento e também a diminuicdo do perisperma, reduzindo-se a uma pelicula fina,
por outro lado, o embrido torna-se visivel até os 90-105 DAF de desenvolvimento
(Dussert et al, 2018; Salazar et al., 1994) Em contraste, o desenvolvimento em C.
canephora é mais lento, conforme mostrado na Figura 1B.

O perfil de qualidade e sabor da bebida de café e o momento da colheita sado
determinados pelo desenvolvimento dessas camadas (Mazzafera et al., 1998; Vaast

et al., 2006); além dos aspectos culturais e agronémicos.



47

Figura 1: Diagrama esquematico do desenvolvimento dos frutos de café.

(A) Perisperm | Endosperm
30 60 90 120 150 200 250 DAF
(B) .
Perisperm Endosperm

120 150 320 DAP

+

Legenda: (A) C. arabica e (B) C. canephora. Dias ap0s a floracdo (DAF) e dias apos a
polinizacéo (DAP).
Adaptada de COTTA (2017) e DUSSERT et al. (2018).

3. COMPOSICAO QUIMICA DOS GRAOS DE CAFE

O estudo dos compostos quimicos dos graos de café verde € fundamental para
compreender os elementos que contribuem para as caracteristicas sensoriais da
qualidade do café, pois existe uma correlacéo entre eles (Barbosa et al. 2019; Farah
et al., 2006). De acordo com Barbosa et al. (2019) e Ky et al. (2001), a qualidade esta
relacionada a maiores teores de lipidios, sacarose, trigonelina e menos cafeina,
proteinas, minerais e acido clorogénico (ACG). A concentracdo meédia desses
compostos varia entre as espécies, como se mostra na Tabela 1 para os graos

verdes.

Tabela 1. Compostos quimicos dos graos de café verde.

Compostos C. arabica? | C. canephora? Referéncias
(Degefa et al.,

0f -
Carboidratos 59%%35 (/; 40 | 37% (4,05% - | 2022; Muhari et
(Sacarose) " 1101%’) 0 7,05%) al., 2023; Ky et

al., 2001)
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(Wei e
Proteinas 11% - 13% 11% — 13% Tanokura,
2015)
(Mazzafera et
al., 1998; Silva
Lipideos 17 % 8,1% - 9,8% et al., 2020;
Wagemaker et
al., 2011)
(Wei e
Minerais 3% - 4,2% 4,0% - 4,5% Tanokura,
2015)

(Ky et al., 2001;
7,88% - 14,4% | Narita e Inouye,
2015)
(Koshiro et al.,
2006)

0,75% - 1,24% | (Ky et al., 2001)

3,40% -

ACG 7,24%

Cafeina 1,0% 1,9%

0,88% -
1,77%
2Porcentagem do conteido de matéria seca.

Trigonelina

4. METABOLISMO E EXPRESSAO GENETICA ASSOCIADO A QUALIDADE

4.1. Sacarose

A sacarose é uma molécula que é sintetizada em tecidos fonte (folhas maduras)
e é transportada via apoplasto e simplasto para os tecidos dreno (fruto, semente e
raiz) (Wind, Smeekens e Hanson, 2010). Uma vez que a descarga de sacarose ocorre
no fruto, ela deve ser quebrada em hexoses, através de uma invertase especifica (de
parede celular, citosdlica ou vacuolar) em cada local de quebra, hidrolisando a
sacarose em glicose e frutose ou através da sacarose sintase (Susy) no citoplasma
gue degrada a sacarose em UDP-glicose e frutose (Cheng et al., 2020; Ruan, 2012).
Presume-se que essas hexoses no citoplasma podem ser usadas para a formacao de
lipidios, proteinas, polissacarideos da parede celular e ACG. Por outro lado, as
hexoses no citoplasma podem ser sintetizadas pela sacarose fosfato sintase (SPS) e
pela sacarose fosfato fosfatase (SPP) em sacarose novamente (Cheng et al., 2020).

De acordo com Geromel et al. (2006) a separacao dos tecidos dos frutos de C.
arabica so6 foi possivel desde os 60 DAF. Neste estudo encontraram contetdos de
sacarose e acucares redutores a partir dos 60 DAF no pericarpo e perisperma,
enquanto no endosperma a partir dos 118 DAF, no entanto, recentemente foi

demonstrado que ndo h& mobilizacdo de sacarose e de teores de agucares redutores
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do pericarpo (epicarpo e mesocarpo) para o endosperma de frutos em diferentes
estadios de maturacao (Baptistella et al., 2024). A nivel molecular, foram identificadas
duas isoformas da enzima Susy na espécie C. arabica, denominadas CaSUS1 e
CaSUS2. Estes genes sao expressos em diferentes momentos ao longo do
desenvolvimento dos frutos. Durante as etapas iniciais da formacéo do fruto, ha uma
maior expressao do gene CaSUSL1 no pericarpo (60 e 147 DAF), perisperma (60 e 89
DAF) e endosperma (118 e 147 DAF). Conforme o fruto amadurece, a expresséo de
CaSUS1 diminui, enquanto a expressao de CaSUS2 aumenta, especialmente no
pericarpo (205 e 234 DAF) e endosperma (234 DAF) (Geromel et al., 2006). A
expressdo de CaSUS2 coincide com a maior atividade da enzima Susy nas Ultimas
etapas (Geromel et al., 2005). No citoplasma, a invertase neutra do citosol (INC)
desempenha duas funcdes principais: regular os niveis de acgucar e degradar
sacarose, assim como CaSUS2 quando a expressdo de CaSUS1 diminui. Enquanto
a invertase acida da parede celular (IAP) é expressa no inicio, assim como CaSUS1,
e a invertase acida vacuolar (IAC) na etapa final de maturacdo (Cheng et al., 2020).

Em um estudo comparativo entre as espécies C. arabica e C. canephora, foram
identificadas diferencas na sintese e no acumulo de sacarose. Em C. canephora,
observou-se maior atividade de Susy e IAC e expressao dos genes CcSUS2 e
INVERTASE 2 (CcINV2) no inicio do desenvolvimento dos grados em comparacao a
C. arabica, no entanto, nas etapas posteriores a atividade diminuiu. Além disso,
observou-se que nos ultimos estagios de amadurecimento ha uma menor atividade de
SPS e baixa expressdo de SACAROSE FOSFATO FOSFATASE 1 (CcSPS1), o que
pode explicar o menor acumulo de sacarose no grédo em relacdo a C. arabica (Privat
et al., 2008).

4.2. Parede celular

A parede celular € uma organela vegetal que rodeia a membrana plasmatica
da célula, compostas principalmente por celulose, hemicelulose pectina e, em menor
escala, lignina e outros compostos (Zhang et al.,, 2021) e é uma estrutura que
desempenha diversas funcgdes, entre elas a manutencao da pressao de turgescéncia
celular, suporte estrutural, comunicacdo entre as células e principal barreira de
protecdo contra ataques de insetos, patdégenos e estresse ambiental (Bacete et al.,
2018; Polko e Kieber, 2019; Zhang et al., 2021). Existem dois tipos de parede celular,
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a primaria e a secundaria com distintas funcdes e composicdo. A primaria esta
relacionada a divisdo e expansédo celular, enquanto a secundaria proporciona aos
tecidos forca e rigidez somente quando o crescimento celular é parado (Li, Fernie e
Persson, 2016).

Durante o processo de amadurecimento dos frutos, a parede celular primaria
sofre modificacdes estruturais em polissacarideos como celulose, hemicelulose e
pectinas que levam a perda de firmeza (Brummell, 2006), como consequéncia da
expressao génica e da acado de algumas enzimas (Goulao e Oliveira, 2008), proteinas
e hormonios vegetais (Budzinski et al., 2011).

A celulose é composta de cadeias simples de glicoses ligadas entre si por
ligagdes B-1,4. A sintese de celulose ocorre na membrana plasmatica por meio de um
complexo de celulose sintase (CS) que € subdividido em unidades de proteina de
celulose sintase (CesA) (Polko e Kieber, 2019; Turner e Kumar, 2018). A sacarose
estd envolvida na biossintese de celulose na parede celular e foi sugerido que
algumas das isoformas Susy estdo envolvidas na degradacao, fornecendo UDP-
glicose como o principal substrato da CesA (Amor et al., 1995; Guerriero, Fugelstad e
Bulone, 2010).

As microfibrilas de celulose sdo conectadas a hemicelulose por varias ligacdes
de hidrogénio, dando suporte estrutural a célula (Zhang et al., 2021). A hemicelulose,
ao contrario da celulose, € uma cadeia ramificada de polissacarideos heterogéneos.
Ha diferentes tipos de hemiceluloses nas paredes celulares (Scheller e Ulvskov,
2010); no caso da parede celular priméria, ela € caracterizada por conter mais
xiloglucanos e arabinoxilanos (Cosgrove, 2024). A sintese de hemicelulose (Scheller
e Ulvskov, 2010), bem como de pectinas (Atmodjo, Hao e Mohnen, 2013), ocorre no
aparelho de Golgi por um conjunto de enzimas chamadas glicosiltransferases, usando
acucares como substrato. As pectinas sdo compostas principalmente de acido
galacturénico e ha dois tipos de pectinas estruturais conhecidas como
ramnogalacturonana-lI (RG-1) e homogalacturonana (HG) (Cosgrove, 2024).

Varias enzimas estdo envolvidas na degradacéo da parede celular (Goulao e
Oliveira, 2008) e as [B-galactosidases e a pectina metil esterase (PME) foram
estudadas em frutos de café (Cacéo et al., 2012; Golden, John e Kean, 1993). Ha
atividade de glicosidase durante o desenvolvimento e o amadurecimento dos frutos
de C. arabica. A enzima [B-galactosidase € uma enzima glicosidase envolvida no

amolecimento das paredes celulares, com um aumento constante da atividade ao
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longo do desenvolvimento e do amadurecimento, catalisando galactanas e
arabinogalactanas e, quando em conjunto com a enzima pectinase, catalisa pectinas,
galactanas e arabinogalactanas, liberando galactose na reacéo (Golden, John e Kean,
1993). A PME tem o mesmo padréo de atividade das 3-galactosidases em frutos de
C. arabica, no mesmo estudo foi observado que o gene da PME ISOFORM (CaPME4)
€ expresso somente no pericarpo durante 210-300 DAF, tendo maior expressado aos
300 DAF (Cacéao et al., 2012).

As cascas de frutos maduros de café contém niveis mais altos de celulose,
depois hemicelulose e, por ultimo, lignina (Gouvea et al., 2009; Navya e Pushpa,
2013). Ja a polpa do fruto de C. arabica contém niveis mais elevados de pectina e
menores niveis de hemicelulose (xiloglucanos, galactomananos e arabinogalactanos)
(Reichembach et al., 2024).

Os graos de café sdo dominados por polissacarideos de hemicelulose
(galactomananos, arabinoxilanos, arabinogalactanos e arabinanos) e celulose (Adler
et al., 2015; Geromel et al., 2006). Polissacarideos que, quando degradados durante
a torrefacdo do café, alteram positivamente as propriedades fisicas e quimicas
importantes para a qualidade (Li et al., 2021; Moreira et al., 2015; Redgwell et al.,
2002).

Um estudo em C. arabica constatou que, nos estagios iniciais de formacéo do
fruto, entre 56 e 98 DAF, ha niveis mais altos de arabinogalactanos, arabinoxilanos e
arabinanos, entre 98 e 140 DAF ha uma propor¢cdo maior de galactomananos
seguidas de arabinoxilanos e, entre 140 e 224 DAF, predominam as galactomananos
ligadas as arabinogalactanos e as arabinanos (Adler et al.,, 2015). Esses dados
coincidem com Redgwell et al. (2003), que determinaram que cerca de 50% das
proporcdes no grao de C. arabica sdo ocupadas por galactomananos e coincidem com
0S mesmos estagios de expressao génica (Cheng, Furtado e Henry, 2018), os genes
MANNAN SYNTHASE 1 (ManS1) e GALACTOMANNAN
GALACTOSYLTRANSFERASE 1 (GMGT1) desempenham um papel importante na
biossintese de galactomananos (Pré et al, 2008), a expressédo desses genes, bem
como a coexpressdao com outros genes importantes na biossintese de
galactomananos, incluindo MANNOSE-1P GUANYLTRANSFERASE (MGT), UDP-
GLUCOSE 4-EPIMERASE (UGA4E), ManS, GMGT e a-GALACTOSIDASE (a-Gal)
(Joét et al., 2014). Além disso, a expressao de genes envolvidos com arabinolactanos,
como FACCILIN-LIKE ARABINOGALACTAN 17 (CaFLAl17) em frutos verdes,
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enquanto FACCILIN-LIKE ARABINOGALACTAN 1 (CaFLAl) em frutos que iniciam o
processo de degradacéao da clorofila (Cheng, Furtado e Henry, 2018).

Foi detectado que os niveis de arabinogalactanas em gréos de C. canephora
sao relativamente mais altos do que em C. arabica (Bradbury e Halliday, 1990). Por
outro lado, outro estudo utilizou gréos de café de frutos maduros e encontrou maior
teor de manose (acucar simples que se liga a outros acglcares para formar
polissacarideos de hemicelulose) em C. arabica do que em C. canephora; entretanto,
ndo foram encontradas diferencas no teor de polissacarideos (Fischer et al., 2001).

4.3. Os acidos clorogénicos (ACG)

Os ACG sdo compostos quimicos responsaveis pelo amargor na bebida do
café e, assim como a lignina e as antocianinas, sdo produtos da biossintese da via
fenilpropanoloide (Campa et al., 2003; lvamoto et al., 2013; Joét et al., 2010). Cerca
de 82 tipos de ACG foram encontrados em grédos de café verde (Narita e Inouye,
2015). No entanto, as principais classes sao os acidos cafeoilquinicos (ACQ), os
acidos dicafeoilquinicos (diACQ) e acidos feruloilquinicos ou feralico (AFQ) (Campa
et al., 2003), sendo os ACQ mais abundantes (Koshiro et al., 2007), com variacdes
genéticas em algumas das principais enzimas da biossintese de ACG (lvamoto et al.,
2013). O teor total de ACG no pericarpo e nos graos de café diminui durante a
maturacdo, com uma diferenca entre as espécies, sendo que o C. canephora tem
teores mais altos do que o C. arabica (Koshiro et al., 2007).

Em C. arabica, a maioria dos transcritos de genes associados a ACQ é
expressa quando a despigmentacdo da clorofila comeca a degradar durante o
amadurecimento (Cheng, Furtado e Henry, 2018), no entanto, entre 90 e 120 DAF, a
rede de coexpressao de genes esta relacionada a sintese de ACQ e, a partir de 240
DAF, h4d uma interagdo complexa entre varios genes (Joét et al., 2010). Isso pode ser
devido, em parte, a regulacdo génica por mudancas de temperatura; no inicio do
desenvolvimento do fruto, as baixas temperaturas favorecem o acumulo de dois
isémeros de ACQ (5- ACQ e di3,5-ACQ) e esses isbmeros em estagios posteriores
sao isomerizados em ACQ menor (Joét et al., 2010).

No estagio inicial de desenvolvimento dos gréos de C. canephora, um aumento
da expressao dos genes de PHENYLALANINE AMMONIA LYASE 1 e 3 (CcPALl1 e 3)

regulam a atividade da primeira enzima da via fenilpropanoil que catalisa a fenilalanina
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em &cido cinamico, e o0 gene HYDROXYCINNAMOYL-COA QUINATE
HYDROXYCINNAMOYL TRANSFERASE (CcHQT) (Lepelley, 2012) envolvido na
regulacdo da enzima que catalisa o cafeoil CoA em ACQ (Knevitt, 2017). Além disso,
nesta mesma etapa no pericarpo também se tem aumento da expressdo dos genes
CcPAL1 e 2 (Lepelley, 2012).

Usando a técnica de mapeamento, foram localizados genes em regides
cromossoOmicas (Leroy et al., 2011), como o gene CAFFEOYL-COENZYME A 3-O-
METHYLTRANSFERASE (CCoAOMT) em varias espécies de café, que regula a
enzima que catalisa a conversdo de cafeoil-CoA em feruloil-CoA, importante no
acumulo do contetudo de ACG (Campa et al., 2003) e o gene CcPAL1 de C. canephora
envolvido na regulagéo inicial da via de biossintese de ACG (Mahesh et al., 2006),
assim como em outros estudos realizados em C. canephora que identificaram a co-
localizacéo de certos loci de caracteres quantitativos (QTL) relacionados a qualidade,
como mostrado por Leroy et al. (2011) e sua associacdo com caracteristicas
organolépticas e bioguimicas, enquanto que para C. arabica ndo ha informacdes
disponiveis, conforme relatado em uma revisdo da literatura que compilou

informacdes sobre compostos relacionados a qualidade (Tran et al., 2016).

4.4. Cafeina

A cafeina € um composto alcaléide nitrogenado que, assim como o ACG,
confere as caracteristicas amargas a bebida do café (Cheng et al., 2016; Perrois et
al., 2015). A sintese ocorre por meio da via da xantosina, que posteriormente sofre
metilagdo sequencial como resultado da atividade de algumas N-metiltransferases
envolvidas: xantosina-metiltransferase (XMT), 7-metilxantina transferase (MXMT) e
3,7-dimetilxantina metiltransferase (DXMT) (Ogawa et al., 2001; Ogita et al., 2004;
Perrois et al., 2015). A sintese de cafeina em C. arabica e C. canephora ocorre nos
estagios iniciais do desenvolvimento do fruto, com um acumulo constante nos gréos
a medida que o amadurecimento avanca para ambas as espécies; no entanto, o
conteudo final em C. canephora € maior (Koshiro et al., 2006). Essa diferen¢a pode
ser parcialmente explicada pela maior expressdo dos genes que codificam N-
metiltransferases CcXMT1, CcMXMT1 e CcDXMT em C. canephora (Perrois et al.,

2015), esses genes sao expressos nos estagios iniciais do desenvolvimento do fruto,
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portanto, desempenham um papel importante no acumulo de cafeina nos gréos
(Perrois et al., 2015; Uefuji et al., 2003).

Além disso, a expresséo de outros genes foi observada durante varios estagios
do desenvolvimento e amadurecimento do fruto para ambas as espécies mencionadas
acima. Os transcritos da 7-METHYLXANTHOSINE SYNTHASE (CmXRS), da
THEOBROMINE SYNTHASE (CTS2) e da CAFFEINE SYNTHASE (CCS1) foram
mais notaveis nos graos, enquanto a METHIONINE SYNTHASE (MS) no pericarpo no
estagio de crescimento do fruto, momento em que a matéria seca comeca a se
acumular (Koshiro et al., 2006). Em outro estudo em C. arabica, foi relatado que esses
genes sdo expressos a partir da expanséao celular (Maluf, 2009), ou seja, antes do
estagio descrito por Koshiro et al. (2006).

Por outro lado, com o sequenciamento completo do genoma da C. canephora,
foram identificados 23 novos genes envolvidos na biossintese da cafeina no café
(Denoeud et al., 2014). A partir desse estudo, polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) foram identificados em C. arabica, com forte envolvimento com genes-chave
para conversao de substrato na biossintese de cafeina (Tran et al., 2018a; 2018b).
Enquanto isso, outros estudos se propuseram a investigar os grupos de espécies de
café que ndo produzem cafeina, para os quais foram selecionadas plantas sem esse
composto em C. arabica e C. humblotiana para tentar explica-lo (Guimarées et al,
2021; Raharimalala et al., 2021), onde foi proposto que a auséncia de cafeina se deve
ao fato dessas espécies ndo possuirem o gene MXMT, um gene que controla a Ultima

fase entre a teobromina e a cafeina (Raharimalala et al., 2021).

4.5. Trigonelina

A trigonelina é outro composto alcaléide nitrogenado importante para a
qualidade do café, pois confere caracteristicas distintivas de sabor e aroma (Ashihara,
2015). A biossintese ocorre pela via principal da nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD), embora tenham sido sugeridas vias alternativas (Ashihara, 2015), que tém o
acido nicotinico como precursor imediato para a sintese da trigonelina e, como a
cafeina, € catalisada pela S adenosil-L-metionina (SAM) e requer metilacdo da
nicotinato N-metiltransferase (trigonelina sintase) (Ashihara, 2006). A atividade
biossintética da trigonelina no café ocorre no estagio inicial da formacao do fruto

(Koshiro et al.,, 2006), com a maior biossintese ativa ocorrendo no pericarpo,
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diminuindo progressivamente nesse tecido a medida que o0s estagios seguintes
avancam (Ashihara, 2015; Koshiro et al., 2006; Zheng, Nagai e Ashihara, 2004).
Enquanto isso, o teor no grdo aumenta nos estagios finais de maturacao, sugerindo
que parte dessa trigonelina provém do pericarpo (Ashihara, 2015). Em C. arabica, os
genes TRIGONELLINE SYNTHASE 1 e 2 (CaCTgS1 e 2) que codificam a trigonelina
sintase tém homologia com o0 gene CaCCSL1 para a sintese de cafeina, mas nenhuma
outra afinidade na via de biossintese foi verificada (Mizuno et al., 2014).

Foram encontrados alguns SNPs em C. arabica envolvidos com genes que
atuam na regulacdo da biossintese de trigonelina (Tran et al., 2018a) e, em outro
estudo, também foram determinados SNPs em genétipos de Coffea spp. que estéo
envolvidos com a trigonelina (Castillo et al., 2022). As informac¢des genéticas
disponiveis sobre a trigonelina no café sdo escassas, e ainda sdo necessarias mais
informacfGes para ajudar a entender essa via metabdlica e os pontos-chave que

regulam sua relacdo com a qualidade (Cheng et al., 2016).

4.6. Lipidios

Os lipidios sdo compostos que desempenham papéis importantes no
desenvolvimento dos grédos de café (Silva et al., 2020) e seu acumulo final nesse
tecido, proporcionando notas de sabor, textura e sensacdo na boca, melhoram a
qualidade sensorial da bebida (Oestreich-Janzen, 2010). O café é conhecido por
conter principalmente triacilglicerdis, esterdis, tocoferois e diterpenos (Speer e Kélling-
Speer, 2006). A biossintese de lipidios € muito complexa e partem da ruta metabdlica
do acido tricarboxilico (Sant’ana et al., 2018; Cheng et al., 2016), tendo sido sugerido
gue ela é parcialmente controlada pela atividade da Susy (Ruan, 2014). Os diterpenos
estdo entre os principais compostos de interesse na fragdo lipidica, por contribuirem
para as propriedades de sabor e qualidade do café. A principal via de sintese é nos
plastidios, através da via do metileritritol fosfato (MEP), e sugeriu-se ademais que no
citosol podem ser sintetizados através da via do acido mevaldnico isoprenoide (MVA)
(Pereira e lvamoto, 2015).

O estudo do genoma de C. canephora mostrou que o gene FATTY ACID
DESATURASE 2 (CcFAD2) é transcrito varias vezes durante o desenvolvimento do
endosperma (Denoeud et al, 2014), assim como em C. arabica foi demonstrada a
expressao de dois genes TRIACYLGLYCEROL (CaTAG) e LINOLEIC ACID (Cheng,
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Furtado e Henry, 2018), e esses genes coincidem com o acumulo maximo de acido
linoleico (Denoeud et al., 2014) e com o acumulo total de lipidios (Cheng, Furtado e
Henry, 2018). No entanto, em grdos maduros sdo mais expressos 0S genes
STORAGE LIPIDS DEGRADATION IN BEAN GERMINATION (CaSDP1-LIKE), TAG
LIPASE (CaSDP1), DIACYLGLYCEROL ACYLTRANSFERASE (CcDGAT) e
OLEOSIN 2 (CcOLE-2) (Cheng, Furtado e Henry, 2018; Privat et al., 2011).

O fato de que o gene OLE-2 (Ca e Cc), bem como outro grupo de genes
pertencentes as oleosinas, sdo expressos durante varios estagios do desenvolvimento
da fruta, especificamente no grdo e em niveis baixos ou inexistentes no pericarpo.
Uma diferenca entre as espécies é que os genes CaOLE-1, CaOLE-2 e CaOLE-4
apresentaram maior expressdo em C. arabica do que em C. canephora (Simkin et al.,
2006).

Por outro lado, o conteudo de diterpenos (cafestol/kaweol) é maior nos frutos
do café do que em outros tecidos vegetais (lvamoto et al., 2017; 2023). Nos frutos,
seu conteudo varia de acordo com seu desenvolvimento, nos estégios iniciais (30-120
DAF) é maior no perisperma (kaweol>cafestol), enquanto nos estagios mais
avancados no endosperma, continuando o mesmo padrdo, mas em concentracfes
mais baixas (lvamoto et al., 2017).

Acredita-se que alguns genes do citocromo P450 estejam envolvidos no estagio
final da biossintese de diterpenos e, portanto, estejam relacionados ao acumulo de
kaweol e cafestol (lvamoto-Suzuki et al., 2023). No perisperma dos graos de C.
arabica, os genes que codificam ao citocromo P450 CaCYP82C2, CaCYP76C4 e
CaCYP74A1 sao mais expressos durante o desenvolvimento (90-150 DAF) e, em
menor grau, CaCYP71A25 (90 DAF) e CaCYP701A3 (90-150 DAF) (lvamoto et al.,
2017). Recentemente, outros genes da biossintese foram estudados e, em frutos, os
genes ENT-COPALYL DIPHOSPHATE SYNTHASE 1 (CaCPSl1) e KAURENE
SYNTHASE 3 (CaKS3) sdo o0s mais expressos, pois regulam dois substratos
importantes para a sintese de diterpenos ent-CPP e ent-kaurene, respectivamente
(lvamoto-Suzuki et al., 2023).

Deve-se mencionar que também foi identificada maior expressao nas primeiras
etapas de desenvolvimento dos frutos, alguns genes co-localizados com SNPs
associados ao conteudo de lipidios e diterpenos e que também tem proximidade com

genes da biossintese desses compostos (Sant' Ana et al., 2018).
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4.7. Proteinas

As proteinas fazem parte dos compostos que determinam o sabor da bebida,
pois desempenham um papel importante durante a torra (Procida et al., 2003). As
proteinas de armazenamento de sementes conhecidas sao as globulinas, prolaminas,
glutelinas e albuminas (Da Silva e Dantas, 2016). No café, a globulina 11S é a proteina
mais abundante nos grédos (Rogers et al., 1999; Cheng, Furta e Henry, 2018) e é
estudada por sua contribuicdo para a qualidade da bebida (Koshino et al., 2008). De
igual importancia, durante o desenvolvimento do fruto, outras proteinas
desempenham papéis em diferentes tipos de processos, como: armazenamento,
divisdo e alongamento celular, metabolismo da metionina, processos metabdlicos e
energia (Alves et al., 2016). Ao contrario dos outros compostos, o teor de proteina é
aparentemente o mesmo tanto para C. arabica quanto para C. canephora, variando
apenas na composicao (Wei e Tanokura, 2015).

O acumulo da proteina 11S ocorre no perisperma de frutos de C arabica, de 90
a 180 DAF, aumentando & medida que o desenvolvimento avanca (Alves et al., 2016).
Entretanto, o acimulo no gréo ocorre em estagios posteriores (De Castro e Marraccini,
2006; Rogers et al., 1999).

A expressao do gene COFFEE STORAGE PROTEIN 1 (CcCSP1) que codifica
a proteina 11S em C. canephora € expressa a partir do estagio de crescimento do
fruto e com maior expressdo no inicio do amadurecimento (Simkin et al., 2006),
enquanto em C. arabica é expressa mais cedo, com pico de expressao durante o
desenvolvimento do fruto (Cheng, Furta e Henry, 2018; Simkin et al., 2006). Em C.
arabica, descobriu-se que outro gene da proteina 11S, o CaCSP2, é expresso em
frutos maduros, mas em menor grau do que CaCSP1 (Privat et al., 2011).

A expressao de alguns genes responsaveis por outras proteinas foi estudada
em C. arabica e verificou-se que em frutos verdes ha maior expressao dos genes 7S-
LIKE GLOBULIN, GLUTELIN A2 e em frutos maduros sao mais expressos SDP1,
SDP1-LIKE, GLUTELIN A3 e PATATIN 6. Além disso, ha coexpressao de alguns
desses genes que estao relacionados a parede celular e a transferéncia de lipidios
(Cheng, Furta e Henry, 2018).

4.8. Processo de amadurecimento do fruto
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A maturacao do fruto € um processo que ocorre de maneira natural na planta e
estd geneticamente programado por diversos genes estruturais e reguladores
transcricionais (Perotti, Moreno e Podesta, 2014; Zhu et al., 2022). Durante este
processo, sao ativadas vias bioquimicas que causam mudancas externas e internas
no fruto (Barry e Giovannoni, 2007), como alteracbes no sabor, aroma, textura, cor
(Gierson e Kader, 1986) e teor de agua (Eira et al., 2006; Sagio et al., 2013). Isso
sugere que a qualidade final do grédo de café € influenciada por uma série de eventos
(Hu et al, 2022).

4.8.1. Pigmentos

A degradacéo da clorofila € uma das 3 fases na via metabolica da sintese da
clorofila (Tanaka e Tanaka; 2006). Essa degradacao ocorre ao longo do ciclo biolégico
de uma planta, sendo mais associada ao processo de senescéncia das folhas e
maturacdo dos frutos (Hortensteiner e Krautler, 2011; Roca e Minguez-Mosquera,
2006). A perda de clorofila € um processo muito complexo que se torna evidente
guando ocorre uma despigmentacéo da cor verde (Lira et al., 2014). Esse processo
normalmente ocorre nas primeiras etapas da maturacéo dos frutos (Charoenchongsuk
et al., 2015). Os niveis de clorofila “a” e “b” em frutos de C. arabica e C. canephora
diminuem rapidamente durante a maturagao (Simkin et al., 2010). O conteudo total de
clorofila no pericarpo, observando-se 0 mesmo padrdo de degradacdo, com maior
variacdo a partir de 125 DAF (Ocampo et al., 2010). Na etapa final da maturacdo em

[P L]

C. arabica, foram encontrados conteudos de clorofilas “a” e “b” no epicarpo, enquanto
somente a clorofila “b” estava presente no mesocarpo (Esquivel et al., 2020). Em frutos
localizados no dossel inferior da planta, foi observada uma menor degradacao da
clorofila e uma maior resisténcia a desidratagdo nas etapas iniciais da maturacéo,
associadas a uma maior expressao do gene RESPONSIVE TO DEHYDRATION 22
(CaRD22) (Cheng et al., 2020). O gene CaRD22 atua na biossintese do acido
abscisico (ABA) e tem a funcéo de ativar genes relacionados ao estresse (Leng et al.,
2021; Matus et al, 2014).

Como consequéncia da degradacédo da clorofila, outros pigmentos chamados
carotenoides, flavonoides e antocianinas sao revelados em diferentes tipos de frutos
(Lu et al., 2021; 2022), dos quais antocianinas e carotenoides sdo encontrados em

frutos de café (Hu et al., 2022). Esses sdo pigmentos encontrados naturalmente em
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plantas (Torregrosa-Crespo et al., 2018); os carotendides estdo associados a tons de
amarelo, laranja e vermelho (Namitha e Negi, 2010), enquanto as antocianinas estao
relacionadas ao vermelho, azul e roxo (Rodriguez-Amaya, 2016). Esses pigmentos
desempenham multiplas funcées, destacando-se por suas propriedades antioxidantes
(Fu et al., 2021; Sukatiningsih, Windrati e Yudistira, 2018). Da mesma forma, sabe-se

gue tém influéncia no sabor e aroma da qualidade do café (Huang et al., 2021).

4.8.1.1. Carotendides

Os carotenoides pertencem ao grupo dos terpenoides (Sun et al., 2022). A
sintese pode ocorrer por duas vias principais: a via do acido mevalénico (MVA)
(Kuzuyama, 2002) e a via do metileritritol fosfato (MEP) (Pereira e lvamoto, 2015).

Nos frutos de café, foram identificados diversos tipos de carotendides (Esquivel
et al., 2020; Hu et al, 2022). Observou-se que, em graos imaturos, o conteudo de
luteina (Lut), violaxantina (Vio), neoxantina (Neo) e B-caroteno é significativamente
maior em C. canephora do que em C. arabica (Simkin et al., 2010). Por outro lado, o
a-caroteno, que € um intermediario na biossintese de Lut, € encontrado em menor
guantidade em C. canephora (Simkin et al., 2010). A relacdo entre os baixos
conteudos de carotenoides e a transcricdo do gene CAROTENOID CLEAVAGE
DIOXYGENASE 1 (CCD1) da enzima CCD1 é diferente em C. canephora e C. arabica
(Simkin et al., 2010). Em C. canephora, a menor transcricdo de CcCCD1 esta
correlacionada com a diminui¢cdo dos conteudos de carotendides. Por outro lado, em
C. arabica, observa-se um aumento das transcricdes de CaCCD1 (Simkin et al., 2010).
Em morangos, foi demonstrado que um aumento na expressao de FaCCD1 durante a
maturacao diminui o conteudo de Lut e zeaxantina (Zea) (Garcia-Limones et al., 2008),
e em uvas, serve como intermediario na sintese entre B-caroteno e B-ionona, um
composto importante do aroma (Timmins et al., 2020).

O aumento inicial de CaCCD1 em C. arabica & mais expresso ao mesmo tempo
do aumento na transcricdo da enzima 9-CIS-EPOXYCAROTENOID CLEAVAGE
DIOXYGENASE 3 (CaNCED3), enquanto em C. canephora é observado em gréaos
verdes menos desenvolvidos (Simkin et al., 2010). Recentemente, foram realizados
estudos em frutos maduros de 4 variedades de cor vermelha, amarela, laranja e roxa
em C. arabica, nos quais foram identificados 32 genes diferencialmente expressos

(GDE) que codificam 14 enzimas-chave na via de biossintese, incluindo CaNCED (Hu
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et al, 2022). Em outros estudos, o NCED3 participa da biossintese do ABA e do

estresse por seca (luchi et al., 2001; Tan et al., 2003).

4.8.1.2. Antocianinas

As antocianinas pertencem aos flavonoides, uma subclasse dos polifendis
(Jaakola, 2013). A sintese ocorre através da via dos fenilpropanoides (Hu et al., 2024).
Nessa via, muitas enzimas estruturais participam, sendo essenciais para a formagao
das antocianinas (Hu et al., 2022). As antocianinas mais conhecidas nas plantas séo:
cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina (Kayesh et al,
2013). A principal antocianina nos frutos maduros de C. arabica é a cianidina-3-
rutinosideo e em menor concentracdo a cianidina-3-glucosideo (Prata e Oliveira,
2007). Compostos que sdo encontrados na casca e nao na polpa das variedades de
C. arabica que apresentam coloracdo vermelha (Caturra Rojo, Catuai e Arabica) e
alaranjada (Caturra alaranjado) (Esquivel et al., 2020). Através da expressao génica,
foram obtidos dados de GDE que codificam enzimas-chave na biossintese, como a
dihidroflavonol 4-redutase (DFR), que é mais expressa no inicio da maturacao, e no
final em enzimas como leucoantocianidina dioxigenase (LDOX), antocianidina 3-
glucosiltransferase (BZI) e antocianidina 3-glucosido-aciltransferase (3AT) (Hu et al.,
2024). Em outro estudo, foi observado que as enzimas BZI e 3TA também possuem
atividade nos frutos maduros (Hu et al., 2022).

Nos frutos maduros (vermelhos) de café Robusta (C. canephora), foram
encontrados teores de antocianinas (Sukatiningsih, Windrati e Yudistira, 2018) No
entanto, as concentracdes podem variar de acordo com as espécies, devido a menor
expressdo dos GDE, CHALCONE ISOMERASE e ANTHOCYANIN REDUCTASE em

C. canephora em comparagao com C. arabica (Huang et al., 2021).

4.8.2. Hormonios

Os hormoénios regulam muitos processos de crescimento e desenvolvimento
nas plantas durante todo o seu ciclo biolégico (Bhatla e Lal, 2023). Nos frutos tem sido
observado que hormonas como: ABA, acido jasmonico, brassinoesteroides, etileno
(Li, Chen e Grierson, 2021), auxinas (Kumar, Khurana e Sharma, 2013), giberelinas
(GA) (Li et al., 2019), melatonina, &cido salicilico (AS) (Pérez-Llorca et al., 2019) e
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citocininas, influenciam o padrdo de maturacdo (Zhu, Zhu e Zhu, 2023). No entanto,
0s hormdnios mais conhecidos na regulacdo da maturacdo sao o etileno e ABA em
frutos climatéricos (tomate, macd), e ndo climatéricos (uva e citros) respectivamente
(Bai, Huang e Shen, 2021; Chen et al., 2018). Atualmente, é sabido que todos esses
horménios desempenham funcdes importantes na maturacdo (Lee et al., 2020). O
enfoque nas redes moleculares que modulam as interacdes hormonais oferece uma

visao crucial para compreender e melhorar a qualidade dos frutos (Nawaz et al., 2021).

4.82.1. Etileno

O etileno € um horménio vegetal gasoso que regula muitos aspectos do ciclo
de vida da planta, como germinacdo de sementes, respostas ao estresse, maturagao
e abscisao de frutos, senescéncia de 6rgaos e tecidos (Binder, 2020; Schaller, 2012).
Nos frutos climatéricos, como o café observa-se um elevado aumento na biossintese
de etileno, quando o amadurecimento comecga, a concentracdo interna de etileno
aumenta até atingir os niveis de saturacdo (Saltveit, 1999), o que implica
principalmente um aumento da respiracao, alteracfes na firmeza da parede celular,
na sintese de compostos organicos volateis (COV), antocianinas, carotendides e
acucares (Igbal et al., 2017; Pereira et al., 2005; Zerbini et al., 2015).

De acordo com Yang (1986), na via de biossintese do etileno existem trés
enzimas principais: S-adenosil-L-metionina sintase (SAM sintase), ACC sintase (ACS)
e ACC oxidase (ACO). Na primeira reacdo, a S-adenosil-L-metionina (SAM) é
catalisada pela SAM sintase a partir da metionina (Wang, Li e Ecker, 2002).
Posteriormente, a SAM é convertida em acido l-aminociclopropano-1-carboxilico
(ACC) pela acéo da enzima ACS. Finalmente, o ACC é transformado em etileno pela
enzima ACO (Wang, Li e Ecker, 2002). Essas enzimas variam significativamente sua
expressao de acordo com os fatores de desenvolvimento, hormonais e ambientais (Lin
et al., 2009).

Apoés a sintese de etileno, comeca a via de transducéo de sinal (Wang, Li e
Ecker, 2002). O etileno é detectado por uma familia de receptores (ETR) ligados a
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) (Ahmad et al., 2014; Das et al., 2015;
Tieman et al., 2000). Estes receptores tém um papel regulador negativo na auséncia
de etileno, ativando a resposta tripla constitutiva 1 (CTR1) e suprimindo a cascata de

sinalizacao (Kieber et al., 1993). Na presenca de etileno, este liga-se ao receptor
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responsivo ao etileno 1 (ETR1), inativando o CTR1 e permitindo a transmisséo do
sinal ao insensivel ao etileno 2 (EIN2) (Wang, Li e Ecker, 2002) o que permite que a
sinal seja transmitido ao fator de transcri¢cdo insensivel ao etileno 3 (EIN3) que esta
localizado no nucleo (Igbal et al., 2013). EIN3 envia sinais ao promotor do gene do
fator de resposta ao etileno 1 (ERF1) (Bapat et al., 2010). Estes por sua vez ativam
genes que conduzem a diferentes respostas do etileno na planta (Li et al., 2023).

Durante o processo de amadurecimento dos frutos de café, ocorre um aumento
significativo na expressédo do gene da enzima do ACO (CaACO) conforme ocorre a
despigmentacao da clorofila em direcéo as fases finais de maturacéo. (Pereira et al.,
2005). Em um estudo com cultivares tardias e precoces de C. arabica, foi sugerido
que diferencas na expressdo de genes CaACO-LIKE, na respiracdo e nos niveis de
etileno estdo relacionadas ao amadurecimento acelerado dos frutos (Ségio et al.,
2013). Isso foi posteriormente corroborado quando se observou que as cultivares
precoces apresentaram maior expressao dos genes CaACO1-LIKE e CaACO4-LIKE
durante o amadurecimento dos frutos aos 184 e 214 DAF, respetivamente, o que pode
estar relacionado a maior desintegracdo do gene receptor de etileno CaETR4-LIKE,
em consequéncia seja ativa a cascada de sinalizacéo levando a um amadurecimento
mais rapido dos frutos (Sagio et al., 2014). Em C. canephora, outro gene associado
ao receptor de etileno, o CcETR1, foi relacionado ao amadurecimento dos frutos e,
possivelmente, ao teor de cafeina dos frutos imaturos (Bustamante-Porras et al.,
2007).

4.8.2.2. Outros hormoénios

Visto que se tem poucas informacdes sobre os outros horménios presentes no
amadurecimento do café, listamos as informac¢6es disponiveis. Um grupo de genes
com splicing diferencial foi analisado em frutos de C. arabica, e observou-se que 0s
genes associados aos transportadores CASSETE DE LIGACAO DE ATP (ABC) como
CaABCB14, CaABCG11, CaF28G4.18, CaABCG40 sao expressos em frutos verdes
e durante os estagios iniciais de amadurecimento. Por outro lado, em estagios
posteriores, 0s genes relacionados ao metabolismo da cisteina e da metionina L-
CYSTEINE DESULFHYDRASE (CaDES1), GLUTATHIONE SYNTHETASE
(CaGSH2), TYROSINE AMINOTRANSFERASE (CaTAT7) e [B-ALANINE
AMINOTRANSFERASE (CaPYD4) apresentam maior atividade. Alguns desses genes
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desempenham funcbes importantes no transporte de horménios, como auxinas
(CaABCB14), ABA (CaABCG40) e citocininas (CaABCG11), bem como na resposta
ao ABA e aos brassinosteroides (CaF28G4.18) e na sinalizacdo do ABA (CaDES1)
(Yu et al., 2024). Outro estudo também demonstrou o transporte de auxina nos frutos
através das proteinas PIN-FORMED (PIN), com expresséao parcial do gene CaPIN1-1
(Huang et al., 2020). Os transportadores ABC e PIN s&o os principais transportadores
de efluxo de auxina nas plantas (KfeCek et al., 2009; Liu et al., 2020).

Por outro lado, a familia de genes NAC, que codifica fatores de transcricdo (TF),
desempenha diversos papéis no crescimento e desenvolvimento das plantas, bem
como na resposta a estresses bidticos e abioticos (Huded et al., 2022; Li, Chen e
Grierson, 2021). Na maturacdo de frutos climatéricos como o tomate, esses genes
ndo sO participam da biossintese e sinalizacdo do etileno, mas também podem
interagir com horménios como AS, ABA e brassinosterdides durante a maturacao, pois
esses horménios também estdo envolvidos na regulacdo do etileno (Li, Chen e
Grierson, 2021). Em C. canephora foram identificados 54 genes CcNAC durante o
desenvolvimento e maturacao dos frutos, sendo que 4 deles apresentaram mdultiplas
expressdes (Dong et al., 2019). Em outro estudo, foi analisado um dos 54 genes, o
CcNAC25, que € expresso em varios tecidos da planta (Huded et al., 2022). Nos
frutos, esse gene mostrou alta expressao durante o desenvolvimento do fruto e nas
fases iniciais da maturacao (Dong et al., 2019; Huded et al., 2022). Em outro estudo
com damasco (Prunus armeniaca), uma fruta climatérica, o gene PaNAC25 interage
na via de biossintese de carotendides (Zhang et al., 2019).

A informacdo disponivel sobre ABA, auxina, citocininas e GA durante o
desenvolvimento dos frutos do café é limitada e concentra-se principalmente no
endosperma em relacdo a germinagédo. Os niveis de ABA, auxinas e citocininas no
endosperma aumentam a partir dos 120 DAF e diminuem a medida que a maturacao
avanca. Este padrdao muda para as citocininas aos 200 DAF, onde diminuem para
niveis muito baixos (Dussert et al., 2018). A maior expressao dos genes ABA
INSENSITIVE 3 (CaABI3) e GIBERELINA 3 (CaGA3) também ocorre nas etapas finais
da maturagédo. No entanto, a expressédo de CaGA3 supera a de CaABI3 durante esse

periodo (Dos Santos et al., 2019).

5. Perspectivas futuras
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A gualidade do café é um tema muito debatido ha muito tempo e, nos ultimos
anos, ganhou forca. Apesar da disponibilidade de tecnologia e do acesso a muitas
informacdes, ainda é dificil dizer qual processo regula a qualidade, pois h4 muitos
fatores envolvidos, desde a formacao dos compostos nos graos até o processamento
final dos graos.

Um ponto de partida para entender a qualidade do café é durante a formacéo
do grdo, pois € nesse momento que se definem as concentragcbes dos compostos
relacionados a qualidade, que variam entre as espécies de interesse comercial (C.
arabica e C. canephora). De acordo com essa revisao da literatura, ha algumas
informacBes sobre o acumulo desses compostos e 0S genes que regulam suas
principais vias de biossintese, mas pouco se sabe sobre a interacdo entre eles, pois
a maioria desses compostos € estudada de forma separada. Alguns dos compostos
identificados nesta revisdo, como a sacarose, as proteinas e os hormoénios, podem
servir de base para a compreensao da regulacado génica, pois sao essenciais para que
VAarios processos ocorram nas plantas e, nos frutos de café, foram associados a outros
compostos que também indicam a qualidade do café. Portanto, em primeiro lugar, é
necessario estudar melhor a interacdo e a regulacdo molecular dessas vias com o0s
outros compostos no desenvolvimento e amadurecimento do fruto do café. Em
segundo lugar, descobrir os pontos-chave que desencadeiam e regulam o acumulo
desses compostos e, por fim, como eles podem ser manipulados para melhorar a

qualidade.
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A maturacdo dos frutos do café é um parametro importante na qualidade do
café. Atualmente, existem muitas ferramentas disponiveis que ajudam a facilitar no
campo o0 monitoramento e a analise desse estagio, porém algumas exigem
equipamentos caros e, além disso, requerem conhecimento prévio para sua
manipulacdo, outro pardmetro importante a considerar é a precisdo do modelo que
varia entre as ferramentas. Neste trabalho, a ferramenta utilizada é facil de usar e ndo
requer custos adicionais, e os resultados obtidos foram positivos, pois a margem de
erro foi baixa em comparacao a quantificacdo manual e aos resultados apresentados
em outros estudos.

Com respeito a aplicacdo de ETEFOM talvez seja interessante fazer de novo
aplicacdo do produto para uniformizar a maturacdo na planta, e assim abordar a
hipétese planteada do amadurecimento acelerado na parte superior da planta em
relagcdo a inferior, para isso considerar as variaveis que foram abordadas na discussao
que poderdo haver tido interferéncia e comprometido a eficacia do produto.

Além disso, apresentamos dados Uteis para abordar a qualidade do café desde
a formacao do grdo até a colheita. A qualidade do café é um tema complexo que
requer uma abordagem integrada para ser compreendido. Até 0 momento, a maioria
das pesquisas tem se concentrado em compostos individuais, mas a relacdo entre
eles pode revelar novas percepcfes sobre a regulacdo molecular durante o
desenvolvimento e a maturacéo dos frutos, ajudando a melhorar o acumulo final de
compostos relacionados a qualidade no grao.



