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RESUMO

Objetivou-se com este estudo caracterizar os aspectos fisioldgicos do
desenvolvimento de frutos de cafeeiros cultivados em trés altitudes no municipio
de Carmo de Minas, na regido da Serra da Mantiqueira. Para isto, foram
selecionadas trés faixas de altitude (< de 1.000, 1.000 a 1.200, > de 1.200 m) e
dois talhdes com diferentes incidéncias de radiacdo: soalheira (com
predomindncia de radiacdo no periodo da tarde) e contra face (com
predomindncia de radiacdo pela manhd). As avaliagdes foram realizadas
mensalmente, de janeiro a julho, no ter¢co médio das plantas, de ramos voltados
para os dois sentidos da rua, sendo um que recebe o sol da manha e outro o da
tarde. Apds a colheita, os frutos foram separados, a partir de uma amostra de 100
frutos, nos estadios chumbinho, frutos em expansdo, verde, verde cana, cereja,
passa e seco, sendo avaliada a massa seca ¢ o volume de cada estadio de
desenvolvimento. Em frutos nos estddios em expansdo, verde, verde cana e
cereja foram realizadas as analises das invertases, SOD, APX, CAT e
quantificagdo de ascorbato, perdxido de hidrogénio e peroxidacdo lipidica. Os
resultados comprovam que o aumento da altitude prolonga e uniformiza a
maturacdo, e que, de modo geral, nos talhdes soalheira, o ciclo de maturagao foi
mais curto. Em relagdo a massa seca e volume, embora algumas diferencas
tenham sido observadas entre as trés altitudes, em junho e julho, ndo foram
observadas diferencas nessas caracteristicas entre os frutos cereja, mostrando
que o tempo de duracdo do ciclo de maturacdo ndo interferiu no tamanho final
dos frutos. A atividade da invertase neutra foi maior que a da invertase acida,
com pico de atividade em frutos cereja da menor altitude, nas coletas de abril,
maio e junho, oriundos do talhdo soalheira, no lado da tarde, os quais exibiram
um ritmo mais rdpido de crescimento. Frutos oriundos da maior altitude
apresentaram, nas primeiras coletas, uma alta atividade da SOD compensada por
uma maior atividade das enzimas APX e CAT, que resultou em baixos niveis de
H,0, e MDA, retardando a passagem do estadio de fruto verde para verde cana,
prolongando o periodo de maturag¢do. Entretanto, o ciclo de maturagdo mais
curto nas menores altitudes, possivelmente, foi resultado de uma soma de fatores
que se iniciaram nas primeiras coletas, como uma maior atividade das invertases
acida e neutra, baixos niveis da CAT, APX e ascorbato, com consequente
aumento nos niveis de H,O, e MDA.

Palavras-chave: Coffea arabica. Maturagdo. Invertases. Sistema antioxidante.



ABSTRACT

The aim of this work was to characterize the physiological aspects of the
development of coffee fruits cultivated at diferent altitudes in the municipality of
Carmo de Minas, in the region of Serra da Mantiqueira, State of Minas Gerais,
Brazil. Three different altitudes (< 1.000, 1.000 to 1.200 and > 1.200 m) and two
plots with different solar radiation named “soalheira” (radiation predominance in
the afternoon) and “contra face” (radiation predominance in the morning) were
used.. The evaluations were performed monthly, from January to July, in the
medium third of the plantson branches facing both sides of the road, one
receiving morning sunlight and the other, afternoon sunlight. After the harvest,
from a sample of 100, the fruits were separated into seven groups according to
their ripening state: in expansion, green, yellowish green, cherry, over-ripe and
dried; and the dry mass and volume were analyzed in each state. In fruits
characterized as in expansion, green, yellowish green and cherry, the activity of
the invertases, superoxide dismutase (SOD), ascorbate peroxidase (APX) and
catalase (CAT) were analyzed and the ascorbate, hydrogen peroxide (H,O,) and
lipid peroxidation were quantified. The results confirmed that higher altitudes
contribute to a longer and more uniform ripening. In general, the “soalheira”
plots demonstrated shorter ripening cycle. Considering dry mass and volume,
though some differences were observed between the three altitudes analyzed in
June and July, there were no differences in these characteristics between the
cherry fruits, showing that the duration of the ripening cycledoes not affect the
final size of the fruits. The activity of neutral invertase was higher than the acid
invertase, with activity peak of cherry fruits at a lower altitude, in the
“soalheira” plot in the afternoon side, in the harvests of April, May and June.
Fruits derived from the higher altitude presented, in the first harvestings, high
SOD activity compensated by higher activity of the APX and CAT enzymes,
which resulted in low levels of H,O, and malondialdehyde (MDA), prolonginig
the ripening period. However, a shorter ripening cycle on the lower altitudes was
possibly resulted from a combination of factors observed since the first harvest,
such as high activity of neutral and acid invertases, lower levels of CAT, APX
and ascorbate, consequently increasing HO, and MDA level.

Key-words: Coffea arabica. Ripening. Invertases. Antioxidant System.
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1 INTRODUCAO

O café se destaca no cenario econémico como uma das mais importantes
commodities, sendo o Brasil o maior produtor e exportador. Minas Gerais ¢ o
estado que apresenta a maior produgdo nacional e, mais precisamente no Sul de
Minas Gerais, a regido da Serra da Mantiqueira tem se destacado pela alta
qualidade apresentada pelos seus cafés e pelo bom desempenho em concursos de
qualidade. Entretanto, a grande variedade de condi¢des edafoclimaticas, presente
nessa regido, reflete na qualidade da bebida, que se apresenta de maneira
distinta.

A altitude é reconhecida como um dos fatores que mais influencia a
qualidade, ja que interfere no desenvolvimento dos frutos, uma vez que seu
aumento prolonga o tempo de desenvolvimento e leva a uma maior
uniformizagdo da maturagdo. Um ciclo de maturacdo mais longo permite um
maior tempo para completar o enchimento do grdo e garante a completa
manifestacdo de todos os passos bioquimicos requeridos para o desenvolvimento
da qualidade de bebida, com aroma e sabor muito mais intensos. Esse efeito se
deve ao fato de que a altitude tem influéncia direta na temperatura, radiacao, no
padrao de distribui¢do de chuvas e na pressdo parcial dos gases, fatores que
interferem na velocidade das reagdes enzimaticas, afetando processos como a
respiracdo e fotossintese.

A relagdo entre o desenvolvimento dos frutos e o metabolismo de agucar
tem atraido estudos em virtude da fungdo que essas macromoléculas
desempenham no crescimento vegetal e seus impactos na qualidade dos
mesmos. A sacarose € um dos principais compostos responsaveis pela formagao
da cor, sabor e aroma, peculiares da bebida, durante o processo de torragdo do

grao de café. Entretanto, ainda existe pouca informacdo cientifica disponivel
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sobre o papel de enzimas como as invertases no metabolismo de aglicares em
frutos de café, principalmente sob influéncia da altitude.

A atividade das invertases ¢ responsavel pela mobilizagdo de sacarose
em orgdos drenos, fornecendo substratos para a respiragdo e sintese de composto
para o crescimento celular, influenciando diretamente a relacdo
sacarose/hexoses.

O processo de maturacdo de frutos é descrito como uma forma
modificada de senescéncia, que se caracteriza por uma maior produgdo de
espécies reativas de oxigénio, um declinio da atividade antioxidante e
consequente danos as membranas celulares, pelo aumento da peroxidagdo
lipidica. Em decorréncia de menores temperaturas ¢ maior radiagdo, ambientes
em altitudes mais elevadas podem ocasionar uma maior producdo de espécies
reativas de oxigénio, que podem ter um efeito deletério nas células, se ndo forem
eficientemente removidas pelo sistema antioxidante.

Assim fatores que possam afetar a translocagdo de fotoassimilados para
os frutos e a produgdo de espécies reativas de oxigénio, influenciam diretamente
o seu desenvolvimento, prolongando ou encurtando o tempo de
amadurecimento. Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com o
objetivo de caracterizar os aspectos fisioldégicos do desenvolvimento de frutos de
cafeeiros cultivados em trés altitudes no municipio de Carmo de Minas, na
regido da Serra da Mantiqueira, por meio da andlise do padrdo de crescimento,

da atividade das invertases e do comportamento do sistema antioxidante.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O cafeeiro é uma espécie origindria do continente africano, pertencente
ao género Coffea L. da familia Rubiaceae, o qual apresenta cerca de 100
espécies identificadas, das quais C. arabica e C. canefora sdo as espécies de
maior valor econdmico. Depois do petroleo, o café é a commoditie mais
comercializada no mundo, com vendas globais estimadas em 90 bilhdes de
dolares. O Brasil domina o mercado internacional de café, com produgdo anual
na ordem de 50,45 milhdes de sacas, das quais 38,1 milhdes sdo de cafeeiro
arabica ¢ 12,3 milhdes de robusta. A area cultivada com café no Brasil € de 2,35
milhdes de hectares, dos quais 2,07 milhdes estdo em producdo e 275 mil
hectares em formagdo. Nesse contexto Minas Gerais se destaca com 52,8% da
produgdo nacional, sendo a regido Sul de Minas a maior produtora de café¢ do
estado e do Brasil com uma producgédo de 26,63 milhdes de sacas (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB 2012). Entretanto, o Sul de
Minas ¢ marcado por grandes variagdes edafoclimaticas, o que faz com que a
qualidade do café se expresse de maneira distinta, com uma grande diversidade
de sabores e aromas (BARBOSA et al., 2012). Dentro dessa regido, destaca-se a
microrregido da Serra da Mantiqueira, pela elevada qualidade sensorial dos cafés
produzidos, os quais vém obtendo crescente reconhecimento pelo mercado
internacional, sendo classificados entre os melhores cafés do mundo (TAVEIRA
etal., 2011).

Tanto no mercado nacional quanto no internacional, observa-se uma
crescente demanda por cafés especiais, onde os consumidores tém buscado cafés
com sabores e aromas excepcionais e caracteristicas balanceadas de docura,
acidez e corpo. Além de tais caracteristicas, ha um grande interesse por produtos
que agreguem informacdes sobre o ambiente de producdo e localizagdo

geografica (RODRIGUES et al., 2009). A qualidade do café ¢ determinada
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principalmente pelo sabor e aroma formados durante a torragdo, que sdo
originados a partir de precursores presentes no grao cru, os quais dependem de
fatores genéticos, ambientais, fenoldgicos e tecnologicos (ALPIZAR;
BERTRAND, 2004; FARAH et al, 2006; PEREIRA, 1997; VILELA;
PEREIRA, 1998).

A relagdo entre o desenvolvimento dos frutos e o metabolismo de
carboidratos tem atraido muitos estudos em consequéncia da funcdo que os
acucares desempenham no crescimento vegetal e seus impactos na qualidade dos
frutos (FILS-LYCAON et al., 2011; GEROMEL et al., 2006, 2008; LAVIOLA
et al., 2007; NONIS et al., 2007). Em C. arabica, a sacarose ¢ um dos principais
compostos presentes no grao variando entre 5 e 9,5% da matéria seca e, embora
seja degradada durante a torra, a sacarose ainda pode ser encontrada em
concentragoes de 0,4 a 2,8% nos graos depois desse processo, o que contribui
para a docura da bebida. Outro fator de importancia ¢ que sua degradacao
fornece agucares redutores, os quais estdo envolvidos nas reagdes de Maillard
e/ou caramelizacdo que ocorrem durante o processo de torracdo, sendo
responsaveis pela formacdo da cor, sabor e aroma peculiares da bebida. O alto
conteudo de sacarose em graos arabica pode explicar parcialmente a melhor
qualidade, a qual depende de varios outros fatores ambientais (CHAGAS;
CARVALHO; COSTA, 1996; FARAH et al., 2006; GUYOT et al., 1996; KY et
al., 2001).

Nas folhas ocorre a sintese de carboidratos, os quais sdo translocados
para os tecidos drenos na forma de sacarose para suprir o metabolismo e
desenvolvimento vegetal, e/ou para o acimulo na forma de sacarose ou amido.
As enzimas invertases ¢ a sacarose sintase (Susy) catalisam a hidrdlise da
sacarose em hexoses, disponibilizando carbono e energia para a manutengdo da
respiracdo e para a sintese de inimeros compostos organicos, vitais para todas as

fases do ciclo de vida vegetal (KOCH, 2004; TROUVERIE et al., 2004).



16

As invertases desempenham um importante papel no particionamento da
sacarose e no transporte a longa distancia, uma vez que criam um gradiente de
concentragdo entre os sitios de carregamento e descarregamento do floema,
regulando a particdo dos fotossintetizados entre armazenamento e crescimento,
pelo controle da forca relativa do dreno (KOCH, 2004; ROITSCH;
GONZALEZ, 2004). As diferentes isoformas de invertases podem ser
classificadas de acordo com a sua localizagdo subcelular, pH 6timo de atividade
e seus respectivos pontos isoelétricos. Invertases acidas, localizadas no interior
do vactiolo e da parede celular, estdo associadas com o transporte de agucares
para a zona de crescimento ativo em de diversos 6rgdos drenos. Ja as invertases
neutras ou alcalinas ocorrem no citosol de células vegetais, sendo consideradas
enzimas de manutengdo, por estarem envolvidas na mobilizagdo da sacarose,
mantendo a concentragdo de hexoses no citosol para atender a demanda
metabdlica da célula (ALBERTSON; PETERS; GROF, 2001; STURM, 1999;
WESCHKE et al., 2003; YAO et al., 2009). Ainda existe pouca informagio
sobre sua fun¢do no metabolismo e no desenvolvimento vegetal, entretanto, nos
ultimos anos, novos estudos tém revelado que as invertases neutro-alcalinas
apresentam outras localizagdes celulares que nao apenas citosolica, o que pode
levar a descoberta de novas fungdes dessas enzimas (NONIS et al., 2007; RUAN
et al.,, 2010; VARGAS; SALERNO, 2010; XIANG et al., 2011; YAO et al,,
2009).

Pela falta de informag@o detalhada sobre a sua fungdo, tem sido sugerido
que a localizagdo citoplasmatica de invertase neutra pode estar relacionada nao
apenas em fornecer substratos metabolicos para processos celulares, mas
também na geracdo de sinais de agucares por si s6, ou conjuntamente aos
horménios (LEON; SHEEN, 2003), e também pelo fato de que a glicose
produzida no citoplasma pode ser facilmente detectada por hexoquinases

(MOORE et al., 2003; WINTER; HUBER, 2000). Estudos sobre a importancia
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do metabolismo da sacarose no desenvolvimento da planta, por meio da geragdo
de sinais de agucar, centravam-se principalmente na agdo das enzimas invertases
acidas e sintase da sacarose (KOCH, 2004; STURM; TANG, 1999). Nos ultimos
anos, as invertases neutro-alcalinas citosolicas vém emergindo como
importantes reguladores de crescimento e desenvolvimento nas plantas, por
também estarem envolvidas em processos de sinalizacdo, especialmente sob
condicdes de estresse (XIANG et al., 2011).

As fases vegetativas e reprodutivas passam por estadios de
desenvolvimento que determinam fases fenoldgicas importantes, que resultam
na uniformidade da floragdo e consequente qualidade do café (PEZZOPANE et
al., 2003). O ciclo fenologico para cafeeiros da espécie C. arabica pode ser
dividido, conforme Camargo e Camargo (2001), nas seguintes fases:
crescimento vegetativo e formacgdo das gemas florais; indu¢do e maturagdo das
gemas florais; florada; granacdo dos frutos; maturacdo dos frutos; repouso e
senescéncia dos ramos terciarios e quaternarios.

De maneira geral, nas regides cafeeiras do Brasil como as do Sul de
Minas Gerais, ocorre um crescimento vegetativo rapido na estagdo quente e
chuvosa (setembro a mar¢o) e outro de baixa atividade na estagdo seca e fria
(margo a setembro) (ALVES; LIVRAMENTO, 2003; AMARAL, 1991; NACIF,
1997). Ja a fase reprodutiva se caracteriza por apresentar varias floradas, sendo
uma principal seguida de outras, cujo numero varia de um ano para outro, de
acordo com as diferencas climaticas, genéticas e de manejo. Esta anomalia
fisiolégica acontece, porque os botdes experimentam antese em periodos
diferentes, ocorrendo floradas sucessivas, ja que a iniciacdo dos primoérdios
florais se da por periodos mais ou menos extensos. Floradas sucessivas resultam
em varias colheitas, o que num sistema de cultura extensiva representa uma séria

desvantagem, pois esse comportamento do cafeeiro provoca a desuniformidade
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da maturagdo (ALVES, 2008) que, por sua vez, terda grande influéncia na
qualidade final do produto (RENA; MAESTRI, 1986).

Apos a fecundacgdo, inicia-se a formagdo dos frutos, fase denominada
“chumbinho”, quando esses ndo apresentam um crescimento visivel.
Posteriormente, os frutos se expandem rapidamente, atingindo seu crescimento
maximo, ocorre a formagao do endosperma, que segue a fase de grao verde, com
a granagdo dos frutos. A partir da fase “verde cana”, que caracteriza o inicio da
maturagdo, os frutos comegcam a mudar de cor (verde para amarelo), evoluindo
até o estadio “cereja”, onde ¢é possivel diferenciar a cultivar de fruto amarelo ou
vermelho. A seguir, os frutos comegcam a secar até atingir o estadio “seco”
(PEZZOPANE et al., 2003). Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia da
fenologia da planta durante o crescimento do fruto na qualidade da bebida e sua
relacdo com componentes quimicos, com isso fatores que influenciam o tempo
de maturacdo podem ter efeito na qualidade final do produto (FAGAN et al.,
2011). Desta forma, o conhecimento de técnicas viaveis para a uniformizagdo da
floragdo ou da maturacdo dos frutos ¢ de fundamental importincia para a
organizagao, reducdo dos custos da colheita e para a obtengdo de um produto de
melhor qualidade e maior valor agregado.

Em regides montanhosas, como no sul de Minas Gerais, ¢ comum
observar, em uma mesma lavoura, variagdes no crescimento ¢ desenvolvimento
dos componentes vegetativo e reprodutivo das plantas, dentro e entre talhdes
(ALVES, 2008), o que leva a indices de produgdo e qualidade distintos desses
cafés. A altitude constitui um dos fatores mais importantes para a diferenciacao
de regides cafeeiras (AVELINO et al., 2005; DECAZY et al., 2003; GUYOT et
al., 1996; JOET et al., 2010; LAVIOLA et al., 2007), pois exerce influéncia
direta sobre a temperatura, a radiagdo, o regime de distribuicdo de chuvas, a

pressdo parcial dos gases, a velocidade dos ventos, e essas mudancas podem
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ocorrer em uma curta distdncia dentro do gradiente altitudinal (KOFIDIS;
BOSABALIDIS; MOUSTAKAS, 2007; ONCEL et al., 2004; ZHU et al., 2010).

Nas regides mais altas ha maior indice de precipitagdo pluviométrica e a
cada 100 metros de aumento da altitude, a temperatura diminui cerca de 1°C, o
que ¢ favoravel para a obtencdo de uma matura¢do mais uniforme (VAAST et
al., 2006). Em resultados de analises sensoriais de cafés cultivados em diferentes
altitudes na regido de Patrocinio, no estado de Minas Gerais, foi evidenciado que
a altitude exerce grande influéncia sobre a qualidade da bebida do café, que se
manifesta com o aumento da acidez (ORGANIZACION INTERNACIONAL
DEL CAFE - OIC, 1991). Por outro lado, nas regides de clima mais quente ¢/ou
umido, no periodo da colheita, o ciclo de maturacdo ¢ mais curto, os frutos
passam rapidamente do estadio cereja para passa e ha grande risco da
fermentacdo inicial dos frutos (acética e latica) evoluir rapidamente para as fases
seguintes (propidnica e butirica), que sdo extremamente prejudiciais a qualidade
do café (CORTEZ, 1993).

Laviola et al. (2007) concluiram que o ciclo de maturag@o dos frutos do
cafeeiro ocorre em um periodo mais longo em altitudes maiores, possivelmente
em razdo da ocorréncia de temperaturas maximas mais baixas, 0 que ocasiona
uma menor velocidade das reagdes enzimaticas e, consequentemente, menores
taxas fotossintéticas, menor respiragdo, menor taxa de transporte de
fotoassimilados e diminui¢do da velocidade de acimulo de massa seca.

Em maiores altitudes, as menores temperaturas e a alta radiacdo podem
causar danos a proteina D1 do PSII e inativar a enzima catalase, interferindo na
producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ONCEL et al., 2004; REN et
al., 1999). EROs, tais como o radical superoxido (Oy’), peroxido de hidrogénio
(H,0,), radical hidroxila (OH") sdo inevitavelmente gerados nas células das
plantas, incluindo frutos em amadurecimento, como uma consequéncia do

metabolismo normal, no transporte de elétrons no cloroplasto, mitocondria e
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membrana plasmatica, ou como subproduto de varias rotas metabolicas
localizadas em diferentes compartimentos celulares (MONDAL et al., 2009;
SHARMA et al., 2012). O sistema antioxidante de defesa, incluindo enzimas
como a dismutase do superdxido (SOD), peroxidades do ascorbato (APX),
catalase (CAT), redutase do deidroascorbato (DHAR), redutase da glutationa
(GR) e redutase do monodeidroascorbate (MDHAR) e compostos como acido
ascorbico e glutationa, ajudam na remog¢do de EROs (MITTLER et al., 2004).

Apesar da presenga de um eficiente sistema antioxidante, danos
oxidativos ainda ocorrem nas células vegetais, quer devido a produgdo
descontrolada ou pela remogao ineficiente das EROs, podendo causar danos em
moléculas como lipideos, proteinas e DNA (SHARMA et al., 2012). Por causa
de uma maior producdo de EROS em decorréncia das menores temperaturas e
maior radia¢do, plantas alpinas geralmente apresentam um mecanismo de
prote¢do contra danos oxidativos muito mais eficientes quando comparados a
plantas que crescem em menores altitudes, o que garante uma alta eficiéncia
fotossintética nesse ambiente (ONCEL et al., 2004).

Algumas EROs, como o radical superoxido e o peroxido de hidrogénio,
apesar de serem potencialmente toxicos, em baixas concentragoes,
desempenham fung¢des importantes como mensageiros secundarios na percepgao
de estresse, reconhecimento de patogenos, morte celular programada e
desenvolvimento vegetal (MITTLER et al., 2004; SHARMA et al., 2012). A
senescéncia dos tecidos vegetais verdes ¢ geralmente acompanhada por um
aumento no conteiido de malondialdeido, um dos produtos finais da peroxidagao
de 4cidos graxos insaturados em fosfolipideos, responsavel por danos na
membrana celular (SHARMA et al., 2012; YE et al., 2000), maior produgao de
EROs (RIO et al., 1998) e perda gradual da capacidade de remocgdo pelas
enzimas para neutralizar os radicais livres (KANAZAWA et al., 2000;
PASTORI; RIO et al., 1997). Uma vez que todo o processo de maturagdo do
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fruto é considerado como uma senescéncia funcionalmente modificada, o
mecanismo de deterioragdo da membrana durante o amadurecimento pode
também ser semelhante ao caracterizado em sistemas senescentes, envolvendo
acimulo de EROs (MONDAL et al., 2004, 2009). Assim, o ciclo de maturagao
mais curto em regides mais quentes ou com menor altitude pode estar
relacionado com uma maior producdo de EROs ou um sistema de remogao
menos eficiente nesses ambientes.

Embora a altitude seja empiricamente conhecida por ter um efeito
benéfico na qualidade da bebida (AVELINO et al., 2005; DECAZY et al., 2003;
GUYOT et al., 1996; JOET et al,, 2010; LAVIOLA et al.,, 2007), poucos
trabalhos cientificos tém documentado atualmente seus efeitos, principalmente

no que se diz respeito aos aspectos fisioloégicos do desenvolvimento dos frutos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao dos ambientes a serem estudados

O estudo foi realizado no municipio de Carmo de Minas, localizado na
Serra da Mantiqueira. Foram selecionadas talhdes de Coffea arabica L. em trés
faixas de altitude (inferior a 1.000m, entre 1.000 e 1.200m, superior a 1.200m) e
dois talhdes por altitude. Os talhdes selecionados apresentam caracteristicas
distintas quanto a incidéncia de radiacdo, em que soalheira (S) recebe
predominantemente a radiacdo do periodo da tarde (N, NO) e, contra face (CF)
recebe maior radiagdo no periodo da manha (SE, S).

Na faixa de altitude inferior (< 1000m), o talhdo contra face estava
localizado a uma altitude de 965m, com cafeeiros da cultivar Bourbon amarelo
com 7 anos de idade, enquanto que, no talhdo soalheira, localizado a 995m,
encontrou-se cafeeiros da cultivar Mundo Novo, com 32 anos de idade.

Na faixa intermediaria de altitude (1000 a 1200m), no talhdo contra face,
situado a 1145m de altitude, foram analisados cafeeiros da cultivar Catuai
vermelho com 14 anos de idade. Ja no talho soalheira, que se encontrava a
1195m de altitude, encontrou-se cafeeiros da cultivar Bourbon amarelo com 60
anos de idade.

Na maior faixa de altitude (>1200m), o talhdo contra face se encontrava
a 1310m de altitude, enquanto que o talhdo soalheira se encontrava a 1430m. Em
ambos os talhdes foram analisados cafeeiros da cultivar Bourbon amarelo com

seis anos de idade.
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3.2 Avaliagdes fenoldgicas

As avaliagOes fenologicas foram realizadas mensalmente nos meses de
janeiro a julho de 2011, em quatro repeticdes de uma planta cada, no terco
médio das plantas, nos dois sentidos da rua, sendo um lado o que recebe o sol da
manha e outro que recebe o da tarde. Apods a colheita de uma amostra de 100
frutos de cada repeticdo, os frutos foram separados, nos estadios fruto em
expansdo, verde, verde cana, cereja, passa € seco, € os resultados expressos em
porcentagem. Foram avaliadas, adicionalmente, caracteristicas como a massa
seca, pela secagem em estufa de ventilagdo forgada a 60° C até peso constante e,
volume, pelo deslocamento de uma coluna de dgua em uma proveta. Os
resultados finais foram obtidos pela relagdo entre cada fase de maturagdo e o
numero de frutos que se encontravam em cada fase. As avaliagdes foram feitas

utilizando a escala fenologica proposta por Pezzopane et al. (2003).

3.3 Analises bioquimicas

As avaliagdes bioquimicas foram realizadas em frutos colhidos
mensalmente entre os meses de janeiro e julho, nos tercos médios das plantas
voltados para os dois lados da rua, nos estadios fruto em expansao, verde, verde-
cana e cereja. Em seguida a coleta, os frutos foram congelados em nitrogénio
liquido e armazenadas em freezer a -80° C. Para as analises dos dados foi
utilizada a média das trés repeticdes bioldgicas com trés replicatas de laboratorio

cada.
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3.3.1 Enzimas invertase neutra do citosol (INC) e invertase acida do
vacuolo (IAV)

A extragdo ¢ a incubacdo das invertases sollveis, invertase neutra do
citosol (INC) e invertase acida do vacuolo (IAV), foram realizadas conforme
descrito por Zeng et al. (1999). A extracdo foi realizada por meio da
homogeneizagdo de 0,2 g de matéria fresca de frutos em 2 mL do tampao de
extracdo contendo HEPES 200 mM, pH 7,5, 1 mM de PMSF, 5 mM de MgCl2,
1 mM de DTT e 50 mM de 4cido ascorbico, seguida pela centrifugagdo a 18.000
g, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e uma aliquota de 0,5 mL
foi acrescida ao meio de reacdo contendo tampdo fosfato de potassio 100 mM,
pH 7,5 para a INC e em tampao citrato de sédio 200 mM, pH 4,5 paraa IAV , 5
mM de MgCl, e 200 mM de sacarose. A incubacdo foi realizada em banho-
maria, a 30°C, por 1h. Os agucares redutores formados foram quantificados pelo

método do DNS (MILLER, 1959).

3.3.2 Atividade de enzimas do metabolismo antioxidante

Para a extragdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de tecido dos frutos
foram macerados em N, liquido e homogeneizados em 1,5 mL do tampao de
extragdo contendo: 1,47 mL de tampdo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0), 15
UL de EDTA 0,1 M (pH 7,0), 6 [IL de DTT 0,5 M, 12 [IL de PMSF 0,1 M,
acido ascorbico 0,001 M e 22 mg de PVPP. Os homogeneizados foram
centrifugados a 12.000 g, por 30 minutos, a 4°C, coletando-se os sobrenadantes
para as analises enzimaticas da dismutase do superoxido (SOD), catalase (CAT),

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

A atividade da dismutase do superoxido (SOD) foi avaliada pela
capacidade da enzima em inibir a fotorredugao do azul de nitrotetrazolio (NBT),
proposta por Giannopolitis e Ries (1977). Foram adicionados 10 [JL do extrato
enzimatico a 190 CJL do meio de incubagdo composto por: tampao fosfato de
potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1 (UM, NBT 75 [IM e
riboflavina 2 [’M. As placas, contendo o meio de incubagdo mais amostra e o
controle (mesmo meio de incubagdo sem a amostra), foram iluminados com
lampada fluorescente de 20 W por 7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm.
Uma unidade da SOD corresponde & quantidade de enzima capaz de inibir em

50% a fotorredug¢do do NBT nas condigdes do ensaio.

3.3.2.2 Catalase

Para a avaliagdo da atividade da catalase (CAT), uma aliquota de 100JL
do extrato enzimatico foi adicionada a 190 [JL do meio de incubacdo, contendo
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0) e perdéxido de hidrogénio 12,5
mM. A atividade foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, a
cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de

hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987).

3.3.2.3 Peroxidase do ascorbato

A atividade da peroxidase do ascorbato (APX) foi determinada pelo
acompanhamento da taxa de oxidacdo do ascorbato a 290 nm, a cada 15
segundos, por 3 minutos, segundo (NAKANO; ASADA, 1981). Uma aliquota

de 10 [IL do extrato enzimatico foi adicionada a 190 [IL de tampdo de
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incubagdo composto por tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), acido

ascorbico 0,5 mM e perdxido de hidrogénio 0,1 mM.

3.3.3 Ascorbato

O conteudo de ascorbato (Asc) foi determinado conforme descrito por
Arakawa et al. (1981). Duzentos miligramas de tecido de frutos foram
macerados em TCA 5% (m/v) e o homogeneizado centrifugado a 10.000 x g, por
15 minutos, a 4°C. Dez microlitros do sobrenadante foram adicionados ao meio
de reagdo composto por TCA 5% (m/v), etanol 99,8% (v/v), acido fosforico
(H53PO,) 0,4% em etanol (v/v), bathophenantrolina 0,5% em etanol (p/v) e FeCls
0,03% em etanol (m/v), homogeneizando-se a mistura vigorosamente e

incubando-a, a 30°C, por 90 minutos. As leituras foram realizadas a 534 nm.

3.3.4 Peroxido de hidrogénio

Duzentos miligramas de tecido dos frutos foram macerados em
nitrogénio liquido, homogeneizados em 1,5 mL de TCA (0,1%) e centrifugados
a 12.000 g por 15 minutos, a 4°C. O H,0, foi determinado medindo-se a
absorbancia a 390 nm de um meio de reagdo, contendo 250 pL do extrato, 500
[1L tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7,0 e 1000 [IL de iodeto de potassio
IM (VELIKOVA; YORDANOV; EDREVA, 2000).

3.3.5 Peroxidacéo lipidica

A peroxidagdo lipidica foi determinada por meio da quantificagdo de
espécies reativas ao acido tiobarbiturico, conforme descrito por Buege e Aust

(1978). Duzentos miligramas de tecido dos frutos foram macerados em N,
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liquido, acrescido de 20% de PVPP (m/v) e homogeneizados em &cido
tricloroacético (TCA) 0,1% (m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 10.000
g, por 10 minutos. Aliquotas de 250 [JL do sobrenadante foram adicionadas a
ImL do meio de reacdo (0,5% (m/v) de 4cido tiobarbiturico (TBA) e 10% (m/v)
de TCA), incubando-se, em seguida, a 95°C, por 30 minutos. A reagdo foi
paralisada por resfriamento rapido em gelo e as leituras foram determinadas em
espectrofotometro, a 535 nm e 600 nm. O TBA forma complexos de cor
avermelhada com aldeidos de baixa massa molecular, como o malondialdeido
(MDA), produto secundario do processo de peroxidacdo. A concentracdo do
complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte equagdo: [MDA] = (A535 —
A600)/(£b), em que: & (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10° cm™); b
(comprimento otico = 1). A peroxidagdo foi expressa em nmol de MDA g de

matéria fresca.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas coletas de janeiro e fevereiro ndo foram observadas diferencas entre
os tratamentos na porcentagem de frutos que se encontravam nos estadios em
expansdo e verde (Tabelas 1, 2 ¢ 3). Em abril, cerca de 43% dos frutos colhidos
ja se encontravam no estadio cereja, na menor altitude, no talhdo soalheira, no
lado ensolarado pela tarde (Tabela 1). Na altitude intermediéria, apenas 9% dos
frutos se encontravam no estadio cereja, exceto no talhdo contra face, no lado
ensolarado pela manhd em que os frutos ainda se encontravam nos estadios
verde e verde cana (Tabela 2). Na maior altitude, cerca de 6% dos frutos eram
cereja, no talhdo soalheira, enquanto que, no talhdo contra face, os frutos se
encontravam em expansdo e verdes (Tabela 3). Na coleta do més de maio,
enquanto na menor altitude os frutos se encontravam nos estadios verde cana e
cereja, na maior altitude e na intermediaria ainda era possivel encontrar frutos
verdes, além de verde cana e cereja (Tabelas 1,2 ¢ 3).

Na coleta de junho, foram encontrados, na menor altitude, frutos nos
estadios cereja, passa e, os frutos secos apenas foram encontrados no lado da
manha do talhdo contra face e no lado da tarde do talhdo soalheira (Tabela 1). Ja
na altitude intermediaria, no talhdo contra face, foram encontrados frutos nos
estadios verde cana, cereja e passa, enquanto que no talhdo soalheira os frutos
estavam em estadio mais avangado de maturacdo, apresentando-se nos estadios
cereja, passa e seco (Tabela 2). Na maior altitude foram encontrados apenas
frutos nos estadios verde cana e cereja, na coleta de junho (Tabela 3). No més
de julho, na menor altitude, o talhdo contra face apresentou porcentagens iguais
de frutos nos estadios cereja, passa e seco, enquanto que, no talhdo soalheira, no
lado da manha, cerca de 63% dos frutos ainda estavam no estadio cereja e, no
lado da tarde, esse valor estava por volta de 29% (Tabela 1). Na altitude

intermediaria, no talhdo contra face, os frutos se encontravam nos estadios cereja
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e passa, com cerca de 89% dos frutos cereja, enquanto que no talhdo soalheira ja
era possivel encontrar frutos secos (Tabela 2). Na maior altitude, 100% dos
frutos eram cereja no talh@o contra face e soalheira manha. Frutos passas foram

encontrados apenas no talhdo soalheira, no lado da tarde (Tabela 3).



Tabela 1

Porcentagem de frutos em cada estadio de desenvolvimento, provenientes de cafeeiros cultivados a uma altitude inferior a
1000 metros na regido da Serra da Mantiqueira, colhidos em diferentes épocas

Contra face
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd@ Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde
%
Emexpansdo 24 15 19 14
Verde 76 85 81 86 83 93
Verde cana 17 6 48 44
Cereja 1 52 56 23 83 32 28
Passa 47 17 34 32
Seco 30 34 40
Soalheira
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde
%
Em expanséo 17 19 14 14
Verde 83 81 86 86 46 23
Verde cana 38 34 69 61
Cereja 16 43 31 39 78 41 63 29
Passa 22 31 32 57
Seco 28 5 14

0¢



Tabela2  Porcentagem de frutos em cada estadio de desenvolvimento, provenientes de cafeeiros cultivados a uma altitude entre
1000 e 1200 metros na regido da Serra da Mantiqueira, colhidos em diferentes épocas

Contra face
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd Tarde Manhda Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manhad Tarde
%
Em expanséo 18 18 14 15
Verde 82 82 86 85 85 94 30 39
Verde cana 16 6 22 37 10 16
Cereja 9 48 24 83 80 92 85
Passa 7 4 8 15
Seco
Soalheira
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manhad Tarde
%
Em expansdéo 26 27 13 18
Verde 74 73 87 82 40 47 17
Verde cana 52 42 42 41
Cereja 8 11 41 59 34 48 17 30
Passa 34 31 42 43
Seco 32 21 41 27

[£3



Tabela3  Porcentagem de frutos em cada estadio de desenvolvimento, provenientes de cafeeiros cultivados a uma altitude superior
a 1200 metros na regido da Serra da Mantiqueira, colhidos em diferentes épocas

Contra face
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde
%
Em
expansao 30 28 23 19 25 22
Verde 70 72 77 81 75 78 48 47
Verde cana 29 39 18 46
Cereja 25 14 68 42 100 100
Passa 14 12
Seco
Soalheira
Janeiro Fevereiro Abril Maio Junho Julho
Manha Tarde Manhd Tarde Manha Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde Manhd Tarde
%
Em
expansao 25 25 24 18
Verde 75 75 76 82 85 89 40 39
Verde cana 7 7 35 44 17 25
Cereja 8 4 25 17 55 55 100 86
Passa 28 20 14
Seco

[43
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Os resultados desse trabalho corroboram com os dados encontrados na
literatura, os quais demonstram que, com o aumento da altitude, a temperatura
diminui favorecendo uma maturagdo mais uniforme (LAVIOLA et al., 2007).
Entretanto, apenas a partir da terceira coleta foi possivel observar diferencas no
padrio de maturagdo entre as trés altitudes, sendo que na maior altitude, no
talhdo contra face, os frutos ainda se encontravam nos estadios fruto em
expansdo ¢ verde (Tabela 3), enquanto que nas demais j4 se observava a
presenca de frutos verde cana e cereja. O fato de apenas na terceira coleta, que
corresponde ao més de abril, ser possivel observar tais diferencas, evidencia
novamente a influéncia da altitude na fase de maturagdo dos frutos, a qual,
segundo Camargo ¢ Camargo (2001), inicia-se justamente no més de abril.

Cortez (2001) afirma que o intervalo médio entre o inicio da floracdo e a
maxima maturacdo dos frutos situa-se em torno de 220 dias, mas que em
condigdes de temperatura mais baixa (< 20° C) o ciclo de maturag¢do pode levar
de 250 a 300 dias. Laviola et al. (2007) observaram que, na altitude de 720 m, o
fruto necessitou de 211 dias para sua formagdo, ao passo que, a 950 m, a
formagdo do fruto foi até 262 dias apos a antese (DAA). Os autores acreditam
que o ciclo de maturagdo mais longo de frutos de cafeeiros cultivados em
maiores altitudes, esteja associado a uma soma de fatores como uma menor
velocidade das rea¢des enzimadticas, menor respira¢do, menor taxa de transporte
de fotoassimilados e diminuicdo da velocidade de acumulo de massa seca,
ocasionados pelas temperaturas mais baixas. Por outro lado, os resultados
encontrados na coleta do més de junho confirmam o fato relatado na literatura
que, nas regides de clima mais quente no periodo da colheita, o ciclo de
maturagdo ¢ mais curto e os frutos passam rapidamente do estadio cereja para
passa (CORTEZ, 1993), como o observado na menor altitude e na intermediaria,

que ja apresentavam também frutos secos.
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O processo de amadurecimento mais lento em altitudes elevadas, com
menor temperatura do ar, ou sobre sombreamento, permite um maior tempo para
completar o enchimento do grao e garante a completa manifestacdo de todos os
passos bioquimicos requeridos para o desenvolvimento da qualidade de bebida,
produzindo grdos que sdo mais densos, com aroma e sabor muito mais intensos
que aqueles produzidos em menores altitudes (DAMATTA et al., 2007; SILVA
et al., 2005; VAAST et al., 20006).

A influéncia do lado da planta de onde os frutos eram provenientes foi
evidente ja na coleta de abril onde, na menor altitude, no talhdo soalheira, no
lado da tarde, 43% dos frutos eram cereja e, no lado da manha, esse valor ainda
era de 16%. Na coleta de junho, também na menor altitude, frutos secos foram
encontrados apenas no lado da manha do talhdo contra face e no lado da tarde do
talhdo soalheira (Tabela 1) e no més de julho, no talhdo soalheira, no lado da
manha, cerca de 63% dos frutos ainda estavam no estadio cereja, enquanto que
no lado da tarde esse valor estava por volta de 29% (Tabela 1). Na maior
altitude, essa influéncia foi observada na coleta do més de julho, em que frutos
passas foram encontrados apenas no talhdo soalheira, no lado da tarde (Tabela
3). A matura¢do mais rapida dos frutos provenientes do lado da manha, do
talhdo contra face ou do lado da tarde do talhdo soalheira, pode ser explicada
pelo fato de que esses sdo os lados de maior exposi¢do a radiagdo solar em cada
talhdo, uma vez que o talhdo contra face é o que recebe maior parte da radiagdo
no periodo da manha, e o talhdo soalheira é aquele que recebe maior radiagdo no
periodo da tarde.

Em relagdo a massa seca dos frutos, ndo foram observadas diferengas
entre os tratamentos nas duas primeiras coletas (Graficos 1A e 1B). Na terceira
coleta, em abril, observou-se que ndo houve um actimulo diferenciado de
matéria seca entre frutos verdes, mas para frutos verde cana os maiores valores

foram encontrados na altitude intermedidria em ambos os talhdes (CF e S) no
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lado da planta que recebe o sol da tarde. Por outro lado, um maior acimulo em
frutos cereja foi encontrado na maior altitude no taldo soalheira (Grafico 1C).
No més de maio, as maiores diferencas no padrao de alocagdo de massa
seca foram encontradas na menor faixa de altitude (Grafico 1D). No talhdo
contra face observou-se uma inversao no padrdo de acimulo de massa seca,
onde, no lado da manh3, os maiores valores foram encontrados em frutos cereja,
enquanto que no lado da tarde a maior massa seca foi encontrada em frutos no
estadio verde cana. No talhdo soalheira, destacaram-se os frutos no estadio
cereja do lado da manha, que apresentaram valores de massa seca maiores que
todos os demais tratamentos. Comportamento semelhante foi observado na
altitude intermediaria e na maior, onde os maiores valores de massa seca foram
apresentados também pelos frutos cereja do talhdo soalheira, no lado da manha.
Ja nas duas ultimas coletas, foram observadas menores diferencas nos
padrdes de acimulo de massa seca entre os tratamentos (Grafico 1E e 1F) e de
um modo geral, apenas na ultima coleta, a qual ocorreu em julho, pdde-se
observar uma diminui¢do na massa seca de frutos no estadio seco, quando

comparado aos demais estadios de desenvolvimento.
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Grafico 1 Massa seca de frutos de cafeeiros, nos estadios de fruto em expansio (Ex),
verde (V), verde cana (VC), cereja (C), passa (P) e seco (S), cultivados em
trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m), colhidos nos
talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas: (A) janeiro,
(B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=4).

Ao se analisar o valor absoluto de massa seca pdde-se observar um
aumento em seu acimulo entre a segunda e terceira coletas (Grafico 1B e 1C),
periodo que compreende a passagem da fase de granagdo para a de maturagao
dos frutos, dando formacao aos graios (CAMARGO; CAMARGO, 2001). Nessa
fase o fruto atinge sua massa seca final quando ainda esta verde (MORAIS et al.,
2008), representando o final do periodo de crescimento e consequente inicio da
maturacdo. Entretanto, na terceira coleta, o talhdo contra face da maior altitude

ainda apresentava frutos em expansdo com menor incorporacdo de massa seca,
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enquanto que nas demais altitudes se observavam apenas frutos verdes, verde
cana e cereja. Esse resultado corrobora com o observado por Laviola et al.
(2007), de que em uma maior altitude ha uma diminui¢ao da velocidade de
acumulo de massa seca nos frutos.

O fato de ndo terem sido observadas diferencas no acumulo de massa
seca entre os frutos cereja das trés altitudes, mostrou que o ciclo de maturacio
mais curto nas menores altitudes ndo afetou o tamanho final dos frutos.

Quanto ao volume dos frutos, foi encontrado o mesmo padrio da
caracteristica massa seca nas duas primeiras avalia¢des, ndo sendo observadas
diferencas entre os tratamentos (Graficos 2A e 2B). Entretanto, em abril, pode-se
observar um padrio diferenciado entre as altitudes (Grafico 2C). Na menor
altitude, os frutos do talhdo soalheira, no lado da tarde apresentaram um maior
volume quando comparado aos demais, sobressaindo o maior volume dos frutos
cereja. Na altitude intermediaria, no talhdo contra face, os frutos verde cana
apresentaram os maiores valores de volume, enquanto que no talhdo soalheira os
frutos verdes e cereja do lado da manha apresentaram maior volume que os do
lado da tarde. J& na maior altitude, no talhdo soalheira, os frutos cerejas
apresentaram-se com o0 maior volume.

Na coleta de maio (Grafico 2D), os maiores volumes foram apresentados
pelos frutos cereja da menor altitude, do lado da manha, de ambos os talhdes,
enquanto que os demais tratamentos ndo apresentaram grandes diferencgas entre
frutos verde cana e cereja, com menores valores de volume encontrados em
frutos verdes. Ja na quinta coleta, em junho (Grafico 2E), de um modo geral ndo
foram encontradas diferencas de volume entre os frutos verde cana, cereja e
passa, sendo observada apenas uma redugdo de volume nos frutos secos. Na
ultima coleta, no més de julho a menor altitude novamente apresentou um
comportamento diferenciado em relagdo as demais, juntamente com o talhdo

soalheira, no lado da manhd, na altitude intermediaria, onde se observou uma
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escala decrescente de volume entre os estaddios cereja, passa e seco, enquanto

que nos demais tratamentos ndo foram

de frutos cereja e passa.
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Grafico2 Volume de frutos de cafeeiros, nos estddios de fruto em expansdo (Ex),
verde (V), verde cana (VC), cereja (C), passa (P) e seco (S), cultivados em
trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m), colhidos nos
talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas: (A) janeiro,
(B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=4).

De um modo geral, foi observado um aumento mais evidente no volume

dos frutos entre a passagem do estadio fruto em expansio para fruto verde e nos

frutos cereja, salvo algumas excegdes. Isso ocorre, porque o periodo de expansao

dos frutos se caracteriza pela rapida expansdo celular, que leva a um aumento
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em tamanho e massa fresca, e determina o tamanho maximo do grdo. A fase
seguinte ¢ marcada por um crescimento lento que pode se estender por até duas
semanas, quando o tamanho final do fruto verde ¢ atingido, mas a matéria seca
ainda ¢ baixa, como o observado nas duas primeiras coletas, quando os frutos
atingiram o seu volume médio maximo (Grafico 2), mas a massa seca ainda nao
tinha completado seu acimulo total, que foi alcangcado apenas na terceira e
quarta coletas (Grafico 1). Nesse ponto o crescimento cessa por um longo
periodo até o inicio da maturacdo, quando esse se reinicia, o fruto aumenta
rapidamente de tamanho com acimulo de massa fresca e seca, ocorrendo
mudangas no pericarpo e o fruto atinge o ponto cereja (DAMATTA et al., 2007;
MORALIS et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2005).

Ao analisar conjuntamente os dados de massa seca e de volume,
observou-se que nem sempre ha uma relagdo direta entre eles. Na terceira coleta,
na menor altitude, apesar de ndo ter havido diferengas entre as massas secas
(Gréfico 1), os frutos do talhdo soalheira no lado da tarde apresentaram maior
volume que os demais (Grafico 2). Enquanto que, na altitude intermediaria,
apesar dos frutos verde cana, do lado da manha, do talhdo contra face e dos
frutos cereja do lado da manha, do talhdo soalheira, nao terem se diferenciado
quanto a massa seca (Grafico 1C), ambos apresentaram os maiores valores de
volume (Grafico 2C). Dessa maneira, pode se concluir que o maior volume
apresentado por esses frutos ndo se deve a um maior acimulo de massa seca,
mas sim por um maior conteiido de agua. Da mesma forma, na ultima coleta,
embora os frutos cereja e passa ndo terem apresentado diferencas no acumulo de
massa seca (Grafico 1F), para a caracteristica volume, os frutos cereja
apresentaram valores superiores (Grafico 2F). Ocorre que no estadio passa, apos
o amadurecimento total (café cereja), os frutos entram em um periodo em que o

catabolismo predomina sobre o anabolismo, iniciando-se a fase de senescéncia
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dos frutos (NOGUEIRA et al., 2005) e inicio de desidratagdo (MORALIS et al.,
2008).

Pode-se observar que, embora tenha havido diferencas no padrao de
acimulo de massa seca ¢ no volume, no final do periodo amostral, o qual
coincide com o momento da colheita do café no campo, ndo foram encontradas
grandes diferencas nos cafés cereja entre as faixas de altitude e entre os talhdes
analisados (Graficos 1F e 2F).

Em relagdo a atividade da enzima invertase acida, na primeira coleta,
observou-se que, na maior altitude, tanto no talhdo contra face quanto soalheira,
os frutos provenientes do lado da tarde apresentaram maior atividade que os
provenientes do lado da manha, enquanto que nos demais tratamentos ndo foram
observadas diferencas (Grafico 3A). Por outro lado, na segunda coleta, em
fevereiro, na menor altitude, no talhdo soalheira foi encontrado um
comportamento oposto, com maiores valores de atividade nos frutos do lado da
manha. Ja na altitude intermediaria, no talhdo contra face foi encontrado o
mesmo comportamento que o observado para a menor altitude na primeira
coleta. Na maior altitude, no talhdo soalheira, a atividade da IAV foi maior em
frutos verdes do que em frutos em expansdo (Grafico 3B). Em abril, os frutos em
expansdo e verdes apresentaram valores inferiores da atividade da IAV, e na
menor altitude, os maiores valores foram encontrados em frutos cerejas do lado
da tarde em ambos os talhdes, enquanto que na altitude intermediaria, as maiores
atividades foram encontradas em frutos verde cana do talhdo soalheira (Grafico
30).

Na coleta de maio, na menor altitude, de um modo geral, as maiores
atividades da IAV foram encontradas em frutos cereja, enquanto que na altitude
intermediaria apenas no talhdo contra face, no lado da manha, os frutos cereja se
sobressairam, sendo que os maiores valores de atividade encontrados em frutos

verde cana do lado da tarde de ambos os talhdes. J4 na maior altitude, os frutos
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verde cana apresentaram maior atividade (Grafico 3D). No decorrer dos meses
de maio para junho, observou-se uma queda na atividade da AV, mas ndo foram
observadas grandes diferengas entre os tratamentos (Grafico 3E), enquanto que
na coleta de julho, foi observado um novo aumento na atividade enzimatica. Na
altitude intermediéria os maiores valores de atividade da IAV foram encontrados
em frutos cereja, oriundos do lado da manha do talhdo contra face e na maior
altitude os frutos do talhdo soalheira apresentaram menores valores que os do
talhdo contra face. Na menor altitude, ndo foram encontradas diferencas (Grafico

3F).
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Grafico3 Atividade da invertase acida (IAV) em frutos de cafeeiros cultivados, nos
estadios de fruto em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m ¢ >1200m), colhidos nos
talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas: (A) janeiro,
(B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

A enzima invertase neutra, na coleta do més de janeiro, apresentou
menor atividade nos frutos oriundos do lado da manha, no talhdo contra face,
nas trés altitudes (Grafico 4A). Na segunda coleta, em fevereiro na menor
altitude uma maior atividade da enzima foi encontrada em frutos do talhdo
soalheira, do lado da manha, enquanto que, na altitude intermedidria, no talhdo

soalheira os maiores valores foram apresentados pelos frutos em expansdo de
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ambos os lados da planta. J4 na maior altitude, a maior atividade da INC foi
encontrada em frutos do talhdo contra face no lado da tarde (Grafico 4B). Em
abril, na menor altitude, maiores atividade da INC foram encontradas em frutos
cereja, exceto no talhdo soalheira no lado da manha, que ndo houve diferenca na
atividade de frutos verde cana e cereja. Ja na altitude intermediaria, os maiores
valores de atividade foram observados em frutos verde cana do talhdo soalheira,
enquanto que, na maior altitude, ndo foram encontradas grandes diferengas entre
os tratamentos (Grafico 4C).

Na coleta de maio, na menor altitude e na intermediaria, os maiores
valores de atividade da INC foram encontrados em frutos cereja, enquanto que,
na maior altitude, as maiores atividades foram encontradas em frutos verde cana
(Grafico 4D). Em junho, na menor altitude, maiores valores de atividade foram
encontrados em frutos do talhdo soalheira, enquanto que na altitude
intermediaria, a maior atividade foi observada em frutos cereja do lado da tarde
em ambos os talhdes. Ja na maior altitude a atividade foi maior em frutos cereja
de ambos os talhdes e lados das plantas. Na ultima coleta, em julho, na menor
altitude, os frutos do talhdo soalheira continuaram a apresentar os maiores
valores de atividade da INC, mas na intermediaria ndo foram encontradas
diferencgas entre os talhdes e lados da planta. Ja na maior altitude, os frutos do

talhdo soalheira apresentaram uma maior atividade da enzima INC.
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Grafico4 Atividade da invertase neutra do citosol (INC) em frutos de cafeeiros, nos
estadios de fruto em expansio (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
cultivados em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m),
colhidos nos talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas:
(A) janeiro, (B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

Observou-se que maiores valores de atividade da I[AV foram
encontrados em frutos verde cana e cereja (Grafico 4), o que corrobora com 0s
resultados encontrados por Geromel et al. (2008) que observaram, em
endospermas de frutos de cafeeiros de plantas controle, um pico de atividade da

TIAV no ultimo estadio por volta de 230 dias apds o florescimento, enquanto que
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no pericarpo dos frutos foram encontrados dois picos de atividade aos 120 e 197
dias.

Nas coletas dos meses de abril e maio, pdde-se observar uma maior
atividade de da IAV em frutos das menores altitudes (Grafico 3C e 3D), o que
pode estar ligado ao ciclo de maturagdo mais curto apresentado por essas
altitudes.

A invertase acida vacuolar contribui em destaque para a importagdo de
sacarose, possibilitando a entrada de hexoses no metabolismo citoplasmatico,
especialmente durante a expansao do crescimento em diversas estruturas drenos
(ANDERSEN et al., 2002; KOCH, 2004; STURM; TANG, 1999; WESCHKE et
al., 2003), como os frutos de café, que sdo dreno preferenciais de fotoassimlados
durante o periodo reprodutivo (LAVIOLA et al., 2007). Esse papel para a
invertase vacuolar ¢ adicional as ja reconhecidas fung¢des de regulagdo do turgor,
expansdo celular e a regulagdo do balango de agticar em tecidos de frutos e
tubérculos maduros (FILS-LYCAON et al., 2011; STURM; TANG, 1999).

Mas, neste estudo, foi encontrada uma maior atividade da invertase
neutra em relagdo a acida vacuolar (Graficos 3 e 4). Geromel et al. (2008)
também encontraram valores muito baixos para a atividade da IAV em seu
trabalho, sugerindo que outras isoformas de invertases como a neutra, por
exemplo, poderiam estar envolvidas na regulacdo da relagdo sacarose/hexoses.
Estudos recentes tém mostrado que a INC pode estar relacionada ndo apenas em
fornecer substratos metabdlicos para processos celulares, mas também na
geracdo de sinais de agucares por si sO, ou conjuntamente aos hormonios
especialmente sob condigdes de estresse, emergindo como importantes
reguladores de crescimento ¢ desenvolvimento nas plantas (NONIS et al., 2007;
RUAN et al., 2010; VARGAS; SALERNO, 2010; XIANG et al., 2011; YAO et
al., 2009).
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Em frutos de café, a enzima invertase neutra parece desempenhar um
papel predominante na determinagdo da relacdo entre sacarose e glicose +
frutose, quando comparada a invertase acida, situacdo contraria a encontrada
durante o amadurecimento de banana por Fils-Lycaon et al. (2011), que
concluiram ter a invertase acida papel determinante nessa relacdo, por apresentar
uma atividade muito superior a da invertase neutra.

De um modo geral, a atividade da INC nao diferiu entre frutos em
expansao e frutos verdes, e, apos esse estadio, a atividade enzimatica apresentou
valores crescentes passando pelo estadio verde cana até atingir o estadio de fruto
cereja (Grafico 4). Uma maior atividade, tanto da INC quanto da [AV, em
frutos nos estadios verde cana e cereja pode estar relacionada, conforme
constataram Pereira et al. (2005), a um rapido aumento na producdo de etileno
em frutos verde-cana, ap6s o final da formag¢do do endosperma, com um
decréscimo nos frutos cereja indicando uma fase climatérica da maturacdo. O
aumento da produgdo de etileno vem acompanhado de um concomitante
aumento da respiragdo ¢ no conteido de agucares totais, redutores e nao
redutores (MONDAL et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). As invertases sdo
enzimas envolvidas no fornecimento de hexoses para a respira¢do, o que foi
comprovado por Hajirezaei et al. (2000) que observaram, em tubérculos de
batata transgénicos, que superexpressavam o gene de uma invertase citosodlica,
um aumento no fluxo de carbono através da glicolise e um acimulo de
intermediarios fosforilados.

Em cana-de-agucar, atribui-se a capacidade efetiva de armazenamento
de sacarose nos colmos aos elevados niveis da invertase neutra. Nos tecidos
maduros do colmo, onde os processos de crescimento estdo praticamente
finalizados, ocorre declinio da concentracdo da invertase acida e, entdo, a
invertase neutra torna-se predominante, situando-se, aparentemente, no

citoplasma. Essa enzima, com o baixo nivel da invertase acida, governa o
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acumulo ativo de sacarose no vacuolo. Posteriormente, nos tecidos com maior
maturidade, os quais apresentam teores de sacarose em torno de 15 e 20%, ha
armazenamento de sacarose nos espacos intercelulares (LEITE et al., 2009;
LINGLE, 1999).

Nonis et al. (2007) mostraram haver uma regulacdo diferencial de um
gene que codifica para uma invertase neutra, durante o desenvolvimento de
frutos de péssego, e uma correlagdo com os contetidos de sacarose, glicose e
frutose no mesocarpo. Em uma cultivar de maturacdo precoce, a qual se
caracteriza por um crescimento quase monofasico dos frutos, apenas um pico de
expressdo do gene foi encontrado, enquanto dois picos puderam ser detectados
na cultivar de maturagdo mais tardia, que exibe um padrdo bifasico duplo-
sigmoidal de crescimento. Além disso, a transcricdo do gene pareceu ser
regulada em resposta a sinais de aclcares apenas na fase de expansdo fruto,
coincidente com o inicio do acimulo de sacarose, o que aponta para uma relagao
entre a dindmica de crescimento dos frutos e metabolismo de agucares,
sugerindo um papel regulador no desenvolvimento da planta para esta classe de
enzima.

Maiores valores de atividade da INC foram encontrados com
predominéncia em frutos cereja da menor altitude, oriundos do talhdo soalheira,
no lado da tarde, ja na coleta do més de abril enquanto que na maior altitude um
aumento na atividade das invertases pode ser observado apenas na coleta de
maio (Grafico 4). Tal fato pode ser explicado pela maior temperatura nesse
ambiente, influenciada pela menor altitude e pela maior exposi¢do desse talhdo a
radiagdo solar. A maior atividade da INC pode ter ocasionado o ciclo de
maturagdo mais curto, uma vez que, na menor altitude, no talhdo soalheira, 43%
dos frutos ja estavam no estadio cereja na coleta do més de abril (Tabela 1),
enquanto que nas demais altitudes essa porcentagem era por volta de 8%

(Tabelas 2 e 3). Considerando que os fotoassimilados acumulados, durante o
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crescimento dos frutos, sdo importantes para a qualidade da bebida qualquer
fator que encurte essa fase, como temperaturas elevadas, pode prejudicar o
acimulo dessas moléculas (FAGAN et al., 2011). Ja a menor atividade das
invertases, na maior altitude (Grafico 3 e 4), pode ser devido ao fato que, a
exposicdo de um tecido dreno a baixas temperaturas pode restringir a atividade
dessas enzimas, diminuindo a velocidade do transporte de fotoassimilados no
floema (LAVIOLA et al., 2007). Esses autores observaram que, na altitude de
720 m, o ciclo de maturac¢do de frutos de cafeeiros foi mais curto e, o acimulo
de amido, actlicares soluveis totais, agucares redutores e agucares nao-redutores
aconteceu em um periodo anterior ao da altitude de 950m.

O que se observa é que, durante a fase de maturagao dos frutos, varias
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas podem ocorrer. Alguns estudos tém
mostrado o envolvimento de EROs e de antioxidantes durante o amadurecimento
tanto de frutos climatéricos quanto ndo climatéricos (LOPEZ; GOCHICOA;
FRANCO, 2010; MONDAL et al., 2004, 2009).

Em relacdo ao sistema antioxidante, a atividade da enzima dismutase do
superdxido (SOD) ndo foram observadas diferencas entre talhdes, lados da
planta e estadios de desenvolvimento (Grafico 5). Na primeira coleta, em
janeiro, ndo foram encontradas diferengas entre os tratamentos (Grafico 5A),
enquanto que na coleta do més de fevereiro os maiores valores da atividade
foram encontrados em frutos oriundos da maior altitude (Grafico 5B). Na coleta
do més de abril, novamente ndo foram encontradas diferengas entre os
tratamentos, porém, pode-se observar um aumento na atividade da SOD em
frutos provenientes da menor altitude e da intermediaria, igualando a atividade
da maior altitude (Grafico 5C). Ja na coleta do més de maio, a atividade da SOD
foi levemente maior em frutos provenientes da menor altitude (Grafico 5D). No
més de junho as atividades nos frutos das trés altitudes se igualaram,

apresentando valores mais altos que as coletas anteriores, (Grafico SE), enquanto
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que na ultima coleta, no més de julho, as maiores atividades da SOD voltaram a

ser encontradas na maior altitude (Grafico 5F). De um modo geral, observa-se

que houve um aumento gradual da atividade da SOD, durante o amadurecimento

dos frutos de café com o decorrer dos meses, uma vez que em janeiro a atividade

da SOD apresentava valores proximos a 500U, em abril atividade estava entre

600-700U, alcancando nos meses de junho ¢ julho valores maximos por volta de

700-800U.
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Grafico 5 Atividade da dismutase do superoxido (SOD) em frutos de cafeeiros, nos
estadios de fruto em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
cultivados em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m),
colhidos nos talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas:
(A) janeiro, (B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).
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Como se pode observar, a atividade da SOD pouco alterou com os
tratamentos ao longo das coletas. Apesar de ndo ter sido observada uma
diferenca entre os estadios de desenvolvimento, houve um aumento na sua
atividade ao longo dos meses, durante o amadurecimento dos frutos, com
valores méximos em frutos verde cana e cereja (Grafico 5). A SOD desempenha
um papel central na defesa contra o estresse oxidativo em todos os organismos
aerobicos, sendo responsavel pela dismuta¢do do radical superéxido em O, e
H,0, (SHARMA et al., 2012).

Mondal et al. (2009), trabalhando com goiaba, observaram um aumento
sucessivo na atividade da SOD com o progresso do amadurecimento até o
estadio completamente maduro, seguido de uma queda da atividade em frutos
supermaduros. Em funcdo do substancial aumento da respiracdo em frutos
climatéricos, a producdo do radical superdxido provavelmente aumenta nos
estadios finais do desenvolvimento, o que pode explicar o aumento da atividade
da SOD com o progresso do amadurecimento do fruto, como uma tentativa de
remover tais radicais, evitando danos oxidativos. JA& em tomate, em outro
trabalho realizado por Mondal et al. (2004), observou-se uma maior atividade da
SOD em frutos verdes que ja haviam completado seu crescimento, ¢ uma
subsequente diminui¢do da atividade com o decorrer do amadurecimento do
fruto, até se tornar totalmente vermelho. Lopez, Gochicoa e Franco (2010)
encontraram resultados semelhantes, trabalhando com morango, com aumento
da atividade da SOD concomitante a0 aumento em tamanho do fruto, até um
pico de atividade em frutos brancos, seguido de uma forte queda conforme o
fruto foi ficando vermelho. Os autores atribuem essa queda as mudangas bruscas
de pigmentacdo e textura nos frutos, que vem acompanhada de um estresse
oxidativo.

Por outro lado, a atividade da enzima peroxidase do ascorbato (APX) foi

influenciada tanto pela altitude quanto pelo talhdo, lado da planta e estadio de
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desenvolvimento (Grafico 6). Na primeira coleta, no més de janeiro, os maiores
valores de atividade da APX foram encontrados, na menor altitude, em frutos em
expansdo do lado da manha do talhdo soalheira, enquanto que na altitude
intermediaria, a maior atividade foi observada em frutos verdes do lado da tarde,
também no talhdo soalheira. J4 na maior altitude ndo foram encontradas grandes
varia¢oes na atividade da APX (Grafico 6A). Na coleta do més de fevereiro,
observou-se um mesmo padrdo entre as altitudes, com maiores valores de
atividade predominantemente em frutos verdes, com o lado da manhd se
sobressaindo sobre o da tarde em ambos os talhdes, entretanto com valores bem
superiores de atividade nos talhdes soalheira. De um modo geral, os valores de
atividade da APX, na maior altitude, foram ligeiramente menores, quando
comparados cada estadio de desenvolvimento, dentro de cada lado da planta e
talhdo, entre as trés altitudes (Grafico 6B).

Na terceira coleta no més de abril, pode-se observar uma queda na
atividade enzimatica, tanto na menor altitude quanto na intermediaria, com
maiores valores encontrados em frutos verdes do talhdo contra face da altitude
intermediaria. Ja na maior altitude, ndo foi observada uma queda na atividade da
APX, com maiores valores sendo apresentados por frutos verdes do lado da
manha dentro de cada talhdo, mas com valores superiores de atividade em frutos
do talhdo soalheira quando comparados cada lado da planta entre os talhdes
(Grafico 6C). Na coleta do més de maio, voltou-se a observar um mesmo padrao
entre as altitudes, com maiores valores de atividade da APX em frutos oriundos
dos talhdes soalheira, ndo apresentando diferenca entre os estaddios de
desenvolvimento, mas com valores crescentes de atividade com o concomitante
aumento da altitude. Entretanto, na maior altitude, uma maior atividade da APX
foi encontrada em frutos do lado da manha em ambos os talhdes (Graficos 6D).
No més de junho, maiores valores da APX foram encontrados na altitude

intermediaria ¢ na maior, em frutos do talhdo soalheira do lado da manha
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(Gréfico 6E). Ja na ultima coleta, ndo foram observadas grandes diferengas entre

as altitudes com valores baixos de atividade da APX em frutos cereja (Grafico

6F).
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Grafico 6  Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) em frutos de cafeeiros, nos
estadios de fruto em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
cultivados em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m),
colhidos nos talhdes contra face (CF) e soalheira (S), em diferentes épocas:
(A) janeiro, (B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrdo da média (n=3).
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A peroxidase do ascorbato ¢ um componente central do ciclo glutationa-
ascorbato, desempenhando um papel essencial no controle dos niveis
intracelulares de EROs, usando duas moléculas de acido ascorbico para reduzir
H,O, em 4agua com uma concomitante geracdo de duas moléculas de
monodeidroascorbato. A APX ¢ reconhecida como uma das enzimas
antioxidantes mais amplamente distribuidas em plantas, apresentando uma
grande afinidade pelo H,O,, o que a torna eficiente sob condigdes estressantes
(SHARMA et al., 2012).

Pode-se observar que houve um aumento da atividade da APX entre os
estadios frutos em expansdo e¢ verde seguido de uma queda na atividade em
frutos verde cana e cereja (Grafico 6). Resultados semelhantes foram
encontrados em tomate por Mondal et al. (2004), que observaram um pico de
atividade da APX em frutos verdes seguido de uma queda nos estadios
seguintes, 4 medida em que o fruto foi se tornando vermelho. J4 em goiaba,
Mondal et al. (2009) encontraram uma maior atividade em frutos que se
encontravam na transicdo entre os estddio verde e maduro, com uma
subsequente queda.

Nas coletas dos meses de abril e maio, foi possivel observar uma maior
atividade da APX em frutos da maior altitude, principalmente no talhdo
soalheira (Graficos C e D), resultando em uma remocao mais eficiente do H,O,,
0 que possivelmente contribuiu para o ciclo de maturagdo mais longo
apresentado por esses frutos, quando comparados as demais altitudes. Um
declinio da atividade do sistema antioxidante associado a um aumento do
estresse oxidativo, pode mediar as mudangas bioquimicas que ocorrem durante o
amadurecimento dos frutos (MONDAL et al., 2009).

Em relacdo a enzima catalase, sua atividade apresentou valores menores
que os da enzima APX (Graficos 6 e 7), com efeitos menos pronunciados da

altitude. Na primeira coleta em janeiro, a atividade da CAT, na menor altitude
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foi ligeiramente maior em frutos em expansdo, quando comparados aos frutos
verdes, enquanto que na altitude intermedidria ndo foram observadas diferengas
entre os tratamentos. Na maior altitude maiores valores foram encontrados em
frutos verdes do lado da tarde do talhdo soalheira (Grafico 7A). Na coleta de
fevereiro, maiores valores da CAT foram encontrados em frutos verdes da maior
altitude (Grafico 7B). Na coleta em abril, enquanto que, no talhdo contra face da
menor altitude, maiores atividades da CAT foram encontradas em frutos verde
cana, nos demais tratamentos, maiores valores de atividade foram encontrados
em frutos verdes (Grafico 7C). Em maio, uma maior atividade da CAT foi
encontrada em frutos verdes dos lados da manha em ambos os talhdes da maior
altitude (Grafico 7D). Na coleta do més de junho, de um modo geral, foi
observado um aumento da atividade da CAT em frutos cereja da menor altitude
e da intermediaria. Ja na maior altitude, onde ainda se encontravam frutos verde
cana, esses apresentaram maior atividade da CAT, exceto no lado da tarde do
talhdo contra face, em que os frutos cereja apresentaram maior atividade
enzimatica (Grafico 7E). Na ultima coleta, em julho, houve uma queda na

atividade da CAT nos frutos cereja em todos os tratamentos (Grafico7F).
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Grafico 7 Atividade da catalase (CAT) em frutos de cafeeiros, nos estadios de fruto em
expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C), cultivados em trés
faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m), colhidos nos talhdes
contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas: (A) janeiro, (B)
fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

A catalase ¢ considerada uma das defesas primarias contra o estresse
oxidativo induzido pela senescéncia (ZIMMERMANN et al., 2006), catalisando
a dismutagdo de duas moléculas de H,O, em agua e oxigénio. Embora tenha
uma alta especificidade pelo H,O,, sua afinidade ¢ muito menor que a da APX
(SHARMA et al., 2012), o que possivelmente explica sua menor atividade nos

frutos quando comparada a APX.



56

A CAT apresentou um comportamento semelhante ao da APX, com um
aumento da atividade entre os estaddios frutos em expansdo e verde seguido de
uma queda na atividade em frutos verde cana e cereja, exceto na coleta do més
de junho em que houve um aumento na atividade da CAT em frutos verde cana e
cereja, em relacdo a coleta anterior (Grafico 7). Em goiaba, Mondal et al. (2009)
encontraram uma maior atividade em frutos que se encontravam na transicao
entre os estadio verde e maduro, com subsequente queda com o progresso do
amadurecimento. J& em tomate, atividade da CAT aumentou ligeiramente até o
estadio vermelho maduro (MONDAL et al., 2004), enquanto que em morango,
Lopez, Gochicoa e Franco (2010) encontraram dois picos de atividade da CAT,
sendo um no inicio do desenvolvimento dos frutos, quando estes ainda se
encontravam em crescimento, € outro em frutos vermelhos completamente
maduros.

O fato que, na coleta de fevereiro, os frutos da menor altitude e da
intermediaria apresentaram menores atividades da SOD e CAT, pode explicar o
fato de que na coleta posterior, no més de abril, nessas altitudes ja era possivel
encontrar frutos verde cana e cereja, enquanto que na maior altitude os frutos se
encontravam em expansao ¢ verdes (Graficos 5 e 7). Mondal et al. (2004, 2009)
concluiram que, uma menor atividade das enzimas SOD, CAT e APX reduz a
habilidade de remoc¢do de radicais livres, mediando mudangas bioquimicas que
levam a um processo de amadurecimento mais rapido, o que pode ter
contribuido para um ciclo de maturagdo mais curto nas menores altitudes.

Em se tratando de antioxidantes ndo enzimaticos, o conteudo de
ascorbato variou em funcdo da altitude, do talhdo, do lado da planta e da época
de coleta (Grafico 8). Na primeira coleta ocorrida em janeiro, menores valores
médios de ascorbato foram encontrados na menor altitude. Tanto na menor
altitude quanto na intermediaria, maiores niveis de ascorbato foram encontrados

em frutos do talhdo soalheira. Na maior altitude, maiores valores foram
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encontrados em frutos dos lados da manha, no estadio de frutos em expansdo, no
talhdo contra face, e em frutos em expansdo e verdes do talhdo soalheira
(Grafico 8A). No més de fevereiro, houve um aumento nos contetidos de
ascorbato na menor altitude, com valores maximos em frutos verdes, do lado da
tarde, do talhdo contra face. Enquanto que, na altitude intermedidria, foi
observada uma queda nos niveis de ascorbato em relacdo a coleta anterior, na
maior altitude, também foi observado um aumento (Grafico 8B). Em abril,
observou-se uma ligeira queda no conteudo de ascorbato, na menor e na maior
altitude, e um aumento na altitude intermediaria. Na menor altitude, no talhdo
contra face, enquanto que, o lado da manha, apresentou maiores conteudos de
ascorbato em frutos verde cana e cereja, no lado da tarde, foram os frutos verdes
que apresentaram maiores valores. Na altitude intermediaria, maiores valores
foram apresentados por frutos oriundos do lado da tarde, de ambos os talhdes. Ja
na maior altitude, no talhdo contra face, maiores contetidos de ascorbato foram
encontrados em frutos expansdo, enquanto que, no talhdo soalheira, os frutos
verdes, do lado da manha, apresentaram maiores valores (Grafico 8C). Na coleta
de maio, menores contetidos de ascorbato foram encontrados em frutos oriundos
da menor altitude (Grafico 8D). Em junho, novamente menores valores de
ascorbato foram encontrados na menor altitude, enquanto que na maior altitude,
maiores valores foram encontrados em frutos cereja, do talhdo soalheira (Grafico
8E). Na coleta de julho, maiores niveis de ascorbato continuaram a ser

apresentados por frutos cereja, do talhdo soalheira (Grafico 8F).
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Grafico 8 Contetido de ascorbato (AsA) em frutos de cafeeiros, nos estadios de fruto
em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C), cultivados em
trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m), colhidos nos
talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas: (A) janeiro,
(B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

O ascorbato ¢ um dos mais abundantes antioxidantes de baixo peso
molecular, atuando na defesa contra o estresse oxidativos, causado pelo aumento
nos niveis de EROs. Ele é considerado um poderoso antioxidante, pela sua
habilidade de doar elétrons a um grande nimero de reagdes enzimaticas ¢ ndo
enzimatica, mostrando grande importancia em muitos processos fisiologicos em
plantas, como o crescimento, diferenciagdo ¢ metabolismo (SHARMA et al.,

2012).
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Pdde-se observar que os contetidos de ascorbato ndo apresentaram um
mesmo padrdo entre as trés altitudes. Na altitude intermediaria e na maior, os
niveis de ascorbato se mantiveram mais constantes, apresentando uma queda em
seus niveis apenas na segunda e terceira coletas, respectivamente (Grafico 8B e
8C), o que, possivelmente, resultou na passagem do estddio verde para verde
cana, evidenciado nas coletas seguintes, na terceira coleta, para a altitude
intermediaria e, quarta coleta, para a maior altitude (Grafico 8C ¢ 8D). Enquanto
isso, na menor altitude, onde foi possivel observar a presenca de frutos verde
cana e cereja ja na terceira coleta, os niveis de ascorbato apresentaram
oscilagdes ao longo das coletas (Grafico 8). Entretanto, para todas as altitudes,
foi observada uma queda nos niveis de ascorbato nos frutos cerejas, da coleta do
més de julho, embora que, frutos, da maior altitude, tenham apresentado valores
um pouco maiores em relacdo as demais (Grafico 8F). Resultados semelhantes
foram encontrados tanto em tomate quanto em goiaba, por Mondal et al. (2004,
2009), com valores maximos de ascorbato em frutos que se encontravam no
estadio de transicdo para frutos vermelhos, seguido de uma queda em frutos
vermelhos completamente maduros.

Em relagdo ao estresse oxidativo, os niveis de peroxido de hidrogénio
sofreram influéncia do estadio de desenvolvimento, da altitude, do talhdo e em
menor grau do lado da planta (Grafico 9). Na coleta de janeiro, ndo foram
encontradas diferencas de atividade entre frutos em expansdo e verdes, porém
com maiores niveis de H,O, encontrados em frutos oriundos da menor altitude
no talhdo contra face no lado da tarde (Grafico 9A). J4 na segunda coleta,
menores valores foram apresentados por frutos da maior altitude e, em frutos
verdes foram encontrados maiores contetidos médios de H,O, (Grafico 9B). Na
coleta de abril, maiores contetidos de H,O, foram encontrados no talhdo
soalheira da menor altitude e no talhdo contra face e no soalheira do lado da

tarde na altitude intermediaria, ndo diferindo entre os estadios de
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desenvolvimento (Grafico 9C). Em maio, frutos oriundos do talhdo soalheira da
menor altitude apresentaram uma queda nos niveis de H,O,, enquanto que em
frutos do talhdo soalheira da menor altitude do lado da manha e em frutos da
maior altitude foi observado um aumento em seus niveis (Grafico 9D). J4 em
junho menores conteudos de H,O, foram apresentados por frutos dos talhdes
contra face tanto da menor altitude quanto da intermedidria (Grafico 9E). Em
julho menores niveis de H,O, foram apresentados por frutos da menor altitude
oriundos do lado da manha do talhdo contra face e do lado da tarde do talhdo

soalheira.
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Grafico9 Contetido de peroxido de hidrogénio (H,O,) em frutos de cafeeiros, nos
estadios de fruto em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
cultivados em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m),
colhidos nos talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas:
(A) janeiro, (B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

Na menor altitude, observou-se um maior conteido de H,O, nas duas
primeiras coletas (Grafico 9A e 9B), quando os frutos ainda estavam nos
estadios em expansdo e verde, e um ligeiro novo aumento nas coletas de maio e
junho (Grafico 9D e 9E), enquanto que na altitude intermedidria houve um
aumento crescente a partir das coletas dos meses de fevereiro, abril e maio
(Gréafico 9B, 9C e 9D). Tais resultados podem ser explicados pela manutengéo

da atividade da SOD, enzima produtora de H,0,, e das baixas atividades das
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enzimas APX e CAT, que sdo enzimas removedoras de H,0O,, nas menores
altitudes em algumas coletas (Graficos 6 ¢ 7). O balango entre a SOD e as
diferentes enzimas removedoras de H,O, nas células é crucial na determinagdo
dos niveis constantes de superdxido e perdxido de hidrogénio (SHARMA et al.,
2012). Por outro lado, na maior altitude, um aumento no conteido de H,O, foi
observado apenas a partir da coleta do més de maio, quando frutos verde cana
passaram a ser encontrados (Grafico 9D). Mondal et al. (2004) encontraram
niveis ligeiramente decrescentes de H,O, em frutos de tomate com o decorrer do
amadurecimento, como um possivel resultado de uma queda na atividade da
SOD e um aumento na atividade da CAT.

Apesar de ter sido observada uma maior atividade da APX e da CAT no
talhdo soalheira das nas menores altitudes (Grafico 6 e 7), os niveis de peréxido
de hidrogénio ndo foram menores nesses talhdes, evidenciando que a producdo
dessa molécula excedeu a capacidade de remoc¢do dessas enzimas. Conforme
Mullineaux, Karpinsk e Baker (2006), em ambientes com maior exposi¢do a
radiagdo, como no caso do talhdo soalheira, hd uma maior producao de H,O,, o
que induz a expressdo de genes do sistema antioxidante, aumentando a
capacidade de remogao de EROs.

Os niveis de peroxidagdo lipidica foram avaliados a partir do contetido
de malondialdeido (MDA), um dos produtos finais da peroxidagdo de acidos
graxos insaturados em fosfolipideos (SHARMA et al., 2012).

Nas coletas dos meses de janeiro e fevereiro, quando os frutos se
encontravam nos estadios cereja e verde em todas as altitudes, baixos conteudos
de MDA foram encontrados, indicando baixos niveis de peroxidacao lipidica
(Grafico 10A e 10B). Em abril, foram encontrados valores mais altos de MDA
na menor altitude e intermedidrios na altitude intermediaria, enquanto que na
maior altitude, os niveis mais baixos foram encontrados no lado da tarde do

talhdo contra face (Grafico 10C). Na coleta de maio, menores contetidos de
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MDA foram apresentados por frutos do talhdo contra face, da menor altitude e,
do talhdo soalheira, da maior altitude (Grafico 10D). J& na coleta de junho, néo
foram encontradas diferencgas entre a menor altitude e a intermediaria, enquanto
que os frutos, da maior altitude, apresentaram um aumento nos niveis de MDA
em relacdo a coleta anterior (Grafico 10E). Na tultima coleta, em julho, os
maiores valores de conteido do MDA foram encontrados em frutos do talhio

contra face, da altitude intermediaria.
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Grafico 10 Contetido malondialdeido (MDA) em frutos de cafeeiros, nos estadios de
fruto em expansdo (Ex), verde (V), verde cana (VC) e cereja (C),
cultivados em trés faixas de altitude (< 1000m, 1000-1200 m e >1200m),
colhidos nos talhdes contra face (CF) e soalheira (S) em diferentes épocas:
(A) janeiro, (B) fevereiro, (C) abril, (D) maio, (E) junho, (F) julho

Nota: As barras representam o erro padrao da média (n=3).

Com base nos resultados, pdde-se observar que um aumento nos niveis
de MDA foi subsequente ao aumento nos niveis de H,O,. Na menor altitude, os
niveis de H,O, aumentaram na segunda coleta (Grafico 9B), resultando em um
aumento da peroxidacdo lipidica, evidenciada pelo aumento no contetido de
MDA na coleta seguinte (Grafico 10C). Na altitude intermediaria, foi encontrado

um aumento crescente nos niveis de H,O, a partir da segunda coleta (Grafico
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9B, 9C e 9D), o que resultou em um aumento nos niveis de MDA a partir da
terceira coleta (Grafico 10C e 10D). Ja na maior altitude, tanto os niveis de H,O,
quanto de MDA aumentaram apenas a partir da quarta coleta e, o aumento no
conteudo de MDA foi mais evidente apenas na quinta coleta (Grafico 10E).

Os niveis de peroxidagao lipidica tém sido amplamente usados como um
indicador dos danos a membrana celular mediados pelas EROs, sob condi¢des
estressantes, uma vez que, um aumento na peroxidagdo lipidica ocorre
paralelamente a uma maior produgdo de EROs (SHARMA et al., 2012).

Em goiaba, Mondal et al. (2009) observaram que um aumento nos niveis
de H,0O, foi acompanhado por um aumento nos niveis de MDA, enquanto que,
em tomate (MONDAL et al.,, 2004), embora os niveis de H,O, tenham
apresentado uma ligeira queda com o progresso do amadurecimento, os niveis de
MDA foram crescentes.

Os baixos niveis de H,O, e MDA apresentados nas trés primeiras coletas
por frutos oriundos da maior altitude (Graficos 9 €10), possivelmente sdo devido
ao resultado de um eficiente sistema de remog¢do de EROs nesses frutos, uma
vez que na segunda coleta, foi observada uma maior atividade da SOD foi
compensada por uma maior atividade das enzimas APX (Grafico 6B) e CAT
(Grafico 7B) e um maior conteido de ascorbato (Grafico 8B). Dessa forma,
evitou-se que danos oxidativos ocorressem, adiando a passagem do estadio de
fruto verde para verde cana, o que foi observado apenas na coleta seguinte no
més de maio. Enquanto isso, conteudos mais altos de H,O, e MDA ja na terceira
coleta, ainda no més de abril (Graficos 9 e 10), podem explicar os ciclos de
maturagdo mais curtos na menor altitude e na intermediaria.

Conforme Oncel et al. (2004), plantas alpinas geralmente apresentam
um mecanismo de prote¢do contra danos oxidativos muito mais eficientes,
quando comparadas com plantas que crescem em menores altitudes, embora

nem sempre seja necessaria uma presenca efetiva de todos os componentes
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antioxidantes. Algumas plantas de baixas altitudes também podem apresentar
altos niveis de antioxidantes, compativeis aos das plantas alpinas, em

decorréncia dos fatores estressantes presentes em seu local de desenvolvimento.
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5 CONCLUSOES

Os resultados comprovam que o aumento da altitude prolonga e
uniformiza a maturagdo e, de modo geral, nos talhdes soalheira o ciclo de
maturagdo foi mais curto.

Em todas as caracteristicas analisadas, percebeu-se que uma maior
diferenciagdo entre as altitudes foi encontrada na coleta do més de abril, periodo
em que iniciou-se o processo de amadurecimento nas menores altitudes, com
passagem do estadio verde para verde cana e para fruto cereja.

Em relac@o a massa seca e volume, embora nas coletas de janeiro a maio
algumas diferencas tenham sido observadas entre as trés altitudes, em junho e
julho, ndo foram encontradas diferengas nessas caracteristicas entre os frutos
cereja, mostrando que o tempo de duracdo do ciclo de maturagdo ndo interferiu
no tamanho final dos frutos.

A atividade da invertase neutra foi maior que a da invertase acida, e
maiores valores de atividade de ambas as enzimas foram encontrados com
predominancia em frutos cereja da menor altitude, nas coletas de abril, maio e
junho, oriundos do talhdo soalheira, no lado da tarde, os quais exibiram um
ritmo mais rapido de crescimento.

Frutos oriundos da maior altitude apresentaram, nas primeiras coletas,
um sistema de remoc¢do de EROs mais eficiente pelas enzimas, com uma alta
atividade da SOD compensada por uma maior atividade das enzimas APX e
CAT e um alto conteido de ascorbato, resultando em baixos niveis de H,O, e
MDA o que evitou que danos oxidativos ocorressem, adiando a passagem do
estadio de fruto verde para verde cana, prolongando o periodo de maturagdo.
Entretanto, o ciclo de maturacdo mais curto nas menores altitudes,
possivelmente, foi resultado de uma soma de fatores que se iniciaram na terceira

coleta no més de abril, como uma maior atividade das invertases acida e neutra,
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baixos niveis da CAT, APX e ascorbato, com consequente aumento nos niveis

de H202 e MDA.
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