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RESUMO

NASCIMENTO, Marilza Neves. Estudo de alguns eventos do florescimento
do cafeeiro relacionados a fatores do ambiente. 2006. 60p. Dissertagdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

O florescimento do cafeeiro envolve diversos fatores, tanto da propria
planta como do ambiente. Uma maior compreensao das interagdes entre esses
fatores pode contribuir para o desenvolvimento de praticas de manejo mais
adequadas, principalmente em relagdo a irrigacdo. Tais praticas podem vir a
promover uma uniformizagdo da floragdo, conseqiientemente uniformizagdo da
maturagdo dos frutos, minimizando os custos de produgdo. Nesse contexto, esse
trabalho teve como objetivo observar alteracdes morfoldgicas da gema, e
relaciona-las com fatores do ambiente. Objetivou-se também associar a sintese
de prolina e de acido abscisico em diferentes fases do florescimento de cafeeiros
irrigados e ndo irrigados. Foram feitas analises, por meio de técnicas de
microscopia eletronica de varredura, em gemas de ramos plagiotropicos de
primeira ordem, coletadas semanalmente durante o periodo de novembro/04 a
fevereiro/05. No periodo de julho a setembro de 2005, foram realizadas
avaliacdes em plantas irrigadas e ndo irrigadas, de potencial hidrico foliar antes
do amanhecer e teor de prolina, em folhas totalmente expandidas, posicionadas
em ramos do ter¢o superior da copa. Foi também avaliado o teor de acido
abscisico na seiva do xilema e nas gemas florais. Os resultados obtidos mostram
modificagdes na estrutura das gemas, coletadas em dezembro, sendo essas
alteracdes associadas a um periodo de déficit hidrico seguido de precipitacdo e,
conseqiientemente, uma menor amplitude térmica. Foram observadas diferencas
no potencial hidrico entre os tratamentos hidricos. Os potenciais hidricos
variaram entre —0,3 e —0,8 MPa, para as plantas irrigadas, ¢ —0,6 ¢ —1,5 MPa,
para as plantas ndo irrigadas. Os maiores valores de teores de prolina e de ABA
foram observados em periodos de menor oferta de precipitagdo, no entanto, ndo
foi verificada uma relacdo direta entre a sintese destes compostos e as fases do
florescimento avaliadas.

' Comité Orientador: Dra. Angela Maria Soares — UFLA. (Orientadora), Dr.
José Donizeti Alves — UFLA. (Co-orientador).



ABSTRACT

NASCIMENTO, Marilza Neves. Study of some coffee tree flowering events
related to environmental factors. 2006. 60p. Dissertation (Master in Plant
Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, Brazil.

The coffee tree flowering involves several events related with the factors of
plant and environmental characteristics. A better comprehension on the
flowering events and the relations among those factors can improve the
knowledge in cropping practices, mainly in irrigation techniques, aiming to
promote the homogeneity on the flowering and, consequently, on the maturation
of the fruits in order to minimize costs. Based in these facts this paper aimed to
associate environmental factors with morphological alterations on the flower
buds of coffee trees as well as connect prolin and abscisic acid synthesis with the
diverse flowering events of irrigated and non-irrigated coffee. Scanning electron
microscopy analyses had been performed in buds collected every week from
november/04 to feburary/05 in plagiotropic shoots. Predawn leaf water potential
and proline content analyzes were performed from july to september/05 using
mature leaves from plagiotropic shoots of the higher third of irrigated and non-
irrigated trees. The abscisic acid content was evaluated on the xylem sap and on
flower buds. The results showed modifications in the bud structure in december
what could be correlated with a period of water deficit followed by precipitation
and also a lower thermal amplitude. Differences in the leaf water potential could
be observed among the irrigation treatments with values around —0,3 and —0,8
MPa for irrigated plants and —0,6 and —1,5 MPa for non-irrigated plants. The
highest values of proline and abscisic acid content were observed in dryer
periods, nevertheless it was not verified a direct relation between flowering
phases and the biosynthesis of these compounds in coffee tree.

! Guidance Committee: Dra. Angela Maria Soares — UFLA (Adviser),
Dr. José Donizeti Alves — UFLA (Co-Adviser).
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1 INTRODUCAO

O agronegdocio mundial do café abrange, anualmente, recursos que
chegam a 91 bilhdes de dolares e envolve, aproximadamente, 8% da populacio
mundial. O Brasil destaca-se como o maior produtor mundial de café, com 31%
da producdo, em torno de 33 milhdes de sacas de café e também como maior
exportador, exportando 22 milhdes de sacas, ou seja, 67% da producdo interna
(Bradesco, 2006). Assim, o café tem um papel importante para a economia
brasileira, seja pela sua participagdo na receita cambial, pela transferéncia de
renda aos outros setores da economia, pela contribui¢do a formagao de capital no
setor agricola do pais, ou pela expressiva capacidade de absor¢ao de mao-de-
obra.

Um ponto de interesse em pesquisas com a cultura do cafeeiro refere a
heterogeneidade e a complexidade dos fendmenos envolvidos no florescimento.
Este envolve tanto fatores internos da planta como balan¢o hormonal, idade da
planta e também fatores externos, como temperatura, radiagdo, fotoperiodo e
recursos hidricos. Entretanto, sdo ainda escassas as informagdes sobre como
esses fatores atuam na formagao das gemas florais.

Geralmente, associa-se ao florescimento do cafeeiro a necessidade de
um déficit hidrico para a quebra de dorméncia do botdo floral e, assim, iniciar a
antese, contribuindo para uma florada mais homogénea. Alguns estudos
mostram uma relagdo entre a florada principal e um periodo de estresse hidrico e
ou uma queda de temperaturas, seguidas de suprimento de dgua via precipitacao
ou irrigagdo.

O déficit hidrico pode alterar o metabolismo das plantas de diferentes
maneiras. Dentre elas, podemos citar o mecanismo de ajustamento osmético,
que ¢ caracterizado pela manutengdo da turgescéncia celular, em baixos

potenciais hidricos. A prolina ¢ um dos compostos envolvidos nesse mecanismo



que mais se correlaciona com o déficit hidrico em cafeeiros. E observado
também, em condicdo de defici€ncia hidrica, um aumento da sintese do acido
abscisico (ABA) nas raizes, que é posteriormente transportado para a parte
aérea, via xilema, apos precipitacdo ou irrigacao.

O conhecimento de aspectos do florescimento, associado as condicdes
hidricas do ambiente e da planta, pode contribuir para o desenvolvimento de
técnicas de manejo, particularmente para a cultura irrigada. Um manejo mais
adequado e racional da irrigagdo pode promover uma uniformizagao da floragao
e, como conseqiiéncia, uma matura¢ao mais homogénea dos frutos, minimizando
assim, os custos de producdo e agregando maior valor a qualidade da bebida.
Uma maior compreensao do florescimento podera também auxiliar em pesquisas
relativas a estimativas de safra, além de direcionar programas de melhoramento
genético do cafeeiro.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo observar alteracdes
morfologicas de gemas e relaciona-las com fatores do ambiente. Objetivou-se
também avaliar a sintese de prolina e de 4cido abscisico, em diferentes fases do

florescimento de cafeeiros irrigados e ndo irrigados.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Alguns aspectos do florescimento em cafeeiros

Segundo Bernier et al. (1981), na maioria dos meristemas vegetativos
observa-se uma zonacao cito-histolégica complexa, onde sdo reconhecidas trés
regides distintas: zona central (axial), zona periférica e zona do “pith-rib”. A
zona central € constituida de células grandes, localizadas no centro da tlnica e
do corpo, com vactolos grandes e pequenos nucléolos, que podem ser coradas
levemente com reagentes para RNA ou proteina. Em torno da zona central
encontra-se a zona periférica, na qual as células sdo pequenas, com vactolos
pequenos e grandes nucléolos. Abaixo da zona central encontra-se a zona do
“pith-rib”, caracterizada por uma camada de células aplainadas e vacuolizadas.

A floragdo nas plantas compreende uma seqii€ncia de eventos
morfofisioldgicos que vao desde a indugdo floral até a antese, passando por fases
intermediarias. Trés eventos ocorrem durante a transi¢do da gema vegetativa
para a reprodutiva; indugdo, evocagdo e iniciagdo, que envolvem interagdes entre
sinais internos e externos (Krajewski & Rabe, 1995). Nesta fase, observa-se um
aumento da atividade mitotica entre a zona central e o “pith-rib”, dando origem a
células pequenas (Bernier, 1988).

A indugdo floral ¢ definida como um evento que ativa processos que
permitem que a planta esteja apta para o florescimento, por meio da transcricio e
da expressdo de genes, que ocorrem antes da iniciacdo (Bernier et al., 1981).
Krajewski & Rabe (1995) referem-se a indug¢do como uma condicao fisioldgica
iniciada nos tecidos, em resposta as caracteristicas do ambiente, sobretudo ao
fotoperiodo.

A evocagdo ¢ descrita como processos bioldgicos e bioquimicos
essenciais para a formagao de primordio floral, que acontecem no apice. Na fase

de iniciacdo, a gema “evocada” fica reconhecivel como uma gema floral. Isto é



evidente com a observagdo do alargamento e aplainamento do ponto crescente
com lobulos em desenvolvimento (Krajewski & Rabe, 1995).

Pouco se sabe sobre a indugdo e o processo de desenvolvimento de
gemas reprodutivas em Coffea arabica. A maioria das informagoes disponiveis
abrange as fases mais avancadas de desenvolvimento das gemas florais. Além
disso, grande parte dos experimentos com cafeeiros raramente ¢ desenvolvida
em condigdes ambientais controladas (Majerowicz & Sondahl, 2005).

O processo de florescimento do cafeeiro ¢ um fendémeno complexo, pois
as gemas florais, apos atingirem um tamanho definido, entram em repouso para
posteriormente iniciar a antese (Gouveia, 1984). Esse processo ¢ dividido em
trés fases: iniciacdo ou diferenciagdo floral, repouso ou quiescéncia e abertura
floral (Camargo & Camargo, 2001; Pezzopane et al., 2003). Cada fase ¢ afetada
por varios fatores, sendo dificil isolar o efeito de um fator especifico, pois um
mesmo fator pode afetar mais de uma fase, o que limita, portanto, a conducao de
experimentos que visam a compreensdo das relagdes entre esses fatores e o
florescimento (Kumar, 1979).

Os resultados de algumas pesquisas relacionadas a transi¢do de gemas
vegetativas para reprodutivas sdo ainda divergentes. Segundo Gouveia (1984),
em janeiro, quando o fotoperiodo diminui, as gemas vegetativas axilares sob
acdo do fotoperiodo sdo induzidas em gemas reprodutivas. No entanto, no
esquema de fases fenoldgicas, propostas por Camargo & Camargo (2001), é
indicado que a indugdo das gemas vegetativas para gemas reprodutivas ocorre a
partir de abril, ou seja, sob dias curtos. Majerowicz & Sondahl (2005) relatam
que existem respostas diferentes para ramos de primeira e segunda produgdo e
que, para a regido de Campinas, SP, em ramos de primeira producdo, a inducao
de gemas florais ocorreu nos meses de janeiro e fevereiro, enquanto que a
diferencia¢do das gemas florais s6 foi observada a partir dos meses de margo e

abril.



Coffea arabica L. é uma espécie tropical de floragdo gregaria, isto ¢,
todas as plantas, numa certa extensdo geografica, florescem simultaneamente,
com surtos de floradas varidveis, desde poucos, nas regides cafeeiras de latitudes
médias, com época seca bem definida (Brasil), até varios ao longo do ano, em
regides equatoriais chuvosas (Coldombia) (Guimardes & Mendes, 1996). Assim,
ha interesse em desenvolver estudos que possam contribuir para uma floragio
mais uniforme a partir da compreensdo da interagdo de fatores que afetam essa
fase de desenvolvimento da planta. Essa uniformidade tem implica¢des diretas
na uniformidade de maturagdo dos frutos de café, a qual, por sua vez, tera
grande influéncia na qualidade final do produto.

A florada, em cafeeiros, ¢ resultante do comportamento fenoldgico da
cultura, bem como da interagdo de fatores ambientais, tais como suprimento de
agua (Moens, 1962; Cannel, 1972; Rena & Maestri, 1985; Camargo & Camargo,
2001; Soares et al., 2005), radiacdo solar (Moens, 1962), fotoperiodo (Cannel,
1972; Camargo & Franco, 1985) e temperaturas (Cannel, 1972; Browing, 1977;
laffe et al., 2003; Barros & Maestri (1978). Ha evidéncias de que baixas
temperaturas e ou periodos de seca, durante o periodo de dorméncia das gemas
florais, seja necessario para completar eventos fisioldgicos e ou morfoldgicos,
tornando assim as gemas florais prontas a responderem a estimulos externos
(Barros & Maestri, 1978; Rena et al., 1994 ; Soares et al., 2005).

Rena & Maestri (1985) relatam que, para ocorrer uma florada principal,
o cafeeiro precisa passar por um periodo de deficiéncia hidrica, seguido de
chuva ou irrigacdo abundante. Drinnan & Menzel (1994) também observaram
que cafeeiros que apresentaram potencial hidrico foliar menor que -2,5 MPa
floresceram nove dias apds a irrigacdo. Tais constatagdes sugerem que o
florescimento ¢ também condicionado por um sinal hidraulico. Crisosto et al.

(1992) verificaram que a quebra de dorméncia dos botdes florais ocorreu quando



o cafeeiro foi submetido a potenciais hidricos foliares de -0,8 MPa com posterior
irrigagdo, e que esta pratica foi muito importante para a sincronizac¢ao da florada.

Magalhdes & Angelocci (1976), ao avaliarem o potencial hidrico dos
botdes florais e de seus respectivos pares de folhas, observaram que a quebra da
dorméncia de botdes florais, em cafeeiros sob irrigacdo localizada, somente
ocorria quando o potencial hidrico das folhas se igualava ou se tornava menor
que o dos botdes. Assim, esses autores levantaram a hipotese de que, em
condigdes de déficit hidrico, as folhas fornecem agua aos botdes até que se
estabeleca um equilibrio entre seus potenciais. Concluiram que um potencial
hidrico foliar de -1,2 MPa ¢ necessario para que ocorra a quebra da dorméncia e
que a irrigagdo cause a abertura floral, em virtude de uma rapida turgescéncia
dos botdes florais.

Outros estudos também evidenciam que um decréscimo na temperatura
promove a quebra de dorméncia das gemas florais. Segundo Browing (1977)
rapidas reducdes na temperatura, que normalmente acompanham as chuvas nos
tropicos, podem desempenhar um papel relevante na quebra da dorméncia dos
botdes florais do cafeeiro. O autor concluiu que a quebra da dorméncia ocorre
apenas quando a temperatura decresce em 3°C ou mais, em um periodo de 45
minutos ou menos, € que tais alteragcdes estavam sempre associadas a ocorréncia
de precipitagdo. Barros & Maestri (1978) também sugeriram que uma das
condicdes que pode promover a abertura floral no cafeeiro é a queda rapida de
temperatura, seguida por suprimento de adgua, tanto sob a forma de precipitagio
quanto de irrigacao.

Diante do exposto, constata-se que ha evidéncias de que o florescimento
bem como o desenvolvimento de frutos do cafeeiro esteja associado as variagdes
edafoclimaticas, principalmente no que refere as alteragdes no estado hidrico das
plantas de café, particularmente nas proximidades das gemas florais. Entre os

fatores do ambiente associados as variagdes do potencial hidrico incluem-se a



precipitacdo ou a irrigagdo ap6s um periodo seco ou rapido decréscimo de
temperatura do ar, que afetam reacdes biofisicas e ou bioquimicas e, assim,
promoveriam a quebra de dorméncia das gemas, permitindo, sua abertura (Silva

etal., 2001).

2.2 Sintese de acido abscisico e prolina em reposta a disponibilidade hidrica
O efeito do déficit hidrico sobre a producdo das culturas esta vinculado
ao periodo de ocorréncia durante o desenvolvimento das plantas. De acordo com
Chaves (1991), a extensdo dos efeitos do déficit hidrico nas espécies vegetais,
em geral, depende da sua intensidade, duragdo e do potencial genético das
plantas em responder as mudangas do ambiente. Esses efeitos podem incluir,
entre outros mecanismos, o ajustamento osmoético em algumas espécies, que ¢é
caracterizado pela manutencdo da turgescéncia celular em baixos potenciais
hidricos, verificados durante uma condicao de baixa disponibilidade de agua.

Em condigdo de deficiéncia hidrica observa-se também um aumento da
concentragdo de acido abscisico (ABA), composto que ¢ sintetizado nas raizes e
nas folhas, cuja sintese no sistema radicular ¢ estimulada pela deficiéncia hidrica
(Preez, 2001). Davies & Zhang (1991) relatam que o ABA pode desempenhar
importante papel por meio de sinais quimicos para a comunicacdo das raizes
com o dossel vegetativo, via xilema, em resposta ao secamento do solo.

Segundo La Rosa et al. (1987), o ABA desempenha importante papel na
adaptag@o de plantas a diferentes condi¢cdes adversas. Além de seu papel bem
estabelecido quanto ao fechamento estomatico, também ha evidéncias de que o
ABA aumenta o influxo de ions nas membranas da raiz ¢ estimula a acumulagdo
de proteinas, que tem uma acdo protetora durante déficit hidrico. A presenga
dessas proteinas tém sido observada também em resposta a outros fatores

ambientais ou, mesmo, em resposta ao ABA.



A inducdo da dorméncia nas gemas ¢ também atribuida ao ABA, uma
vez que ha observagdes de acimulo em gemas dormentes e uma diminui¢ao dos
seus niveis, especialmente apds o tecido ter sido exposto a baixas temperaturas.
Entretanto, existem estudos que demonstraram que o conteudo de ABA nas
gemas nem sempre esta correlacionado com o grau de dorméncia. Essa aparente
incoeréncia pode ser atribuida as interagdes entre o0 ABA e outros hormonios,
uma vez que o estado de dorméncia e o crescimento sdo regulados pelo balango
entre inibidores de crescimento, como o ABA e substincias promotoras do
crescimento, como as citocininas e as giberelinas (Browing et al., 1970;
Browing, 1973; Taiz & Zieger, 2004).

Em relagdo ao cafeeiro, observou-se que a quebra de dorméncia das
gemas nao € apenas de um mecanismo fisico de suprimento de dgua, mas
também um possivel mecanismo quimico ou hormonal, em que a hidratagdo
promoveria a sintese ou ativagdo de um composto quimico responsavel pela
antese (Oliveira, 2002). Durante o periodo de estresse hidrico, grandes
quantidades de ABA se acumulam nas gemas florais do cafeeiro, sendo
responsaveis por 75% do processo de dorméncia, o que, talvez, estd relacionada
com um balango interno desfavoravel entre promotores e inbidores (Browing,
1973). De acordo com Barros & Maestri (1978), a quebra de dorméncia se da
mais em razdo do aumento dos niveis de promotores ou da razdo
promotor/inibidor, que por diminui¢do do inibidor.

O ABA atua, ainda, na sintese e na acumulagdo de solutos
osmoticamente ativos, que sdo comumente acumulados no processo de
ajustamento osmotico. Dentre estes compostos, incluem-se os alcoois de agucar
(sorbitol e manitol), uma amina quaternéria a glicina betaina e a prolina (Bartels
& Nelson, 1994). Segundo Savoure et al. (1997), existe uma relagdo entre

prolina ¢ ABA, embora ainda ndo muito conhecida, o que justifica o interesse



em determinar a contribui¢do do ABA para a regulacdo dos genes envolvidos na
sintese de prolina.

Tem-se discutido a possivel implicagdo da prolina na tolerancia ao
estresse osmotico e hidrico, como soluto compativel, como agente protetor de
enzimas (Solomon et al., 1994), como fonte de carbono e nitrogénio, como uma
simples conseqiiéncia do estresse (Carvalho, 2003), como estabilizador da
estrutura terciaria das proteinas (Low, 1985) e preservacdo da integridade das
membranas e das estruturas celulares (Van Rensburg et al., 1993). A agdo
protetora da prolina deve-se, em parte, a sua fungdo antioxidante como
captadora de radicais livres e espécies ativas de oxigénio (Alia & Pardha, 1995).
Esse soluto acumula-se, principalmente, nas folhas, embora, em algumas
espécies, maiores acimulos tenham sido observados nas raizes (Rosa-Ibarra &
Maiti, 1995).

Em geral, observa-se que o teor de prolina em folhas de cafeeiros
aumenta com o decréscimo do potencial hidrico, contribuindo para o
ajustamento osmotico (Maestri et al., 1995; Da Matta et al., 1993; Grisi, 2006).
Embora, em outros estudos, também tenha sido constatada uma relagdo entre o
teor de prolina e o déficit hidrico em cafeeiros (Da Matta, 1991; Da Matta et al.,
1993), Rena & Maestri (2000) destacam que, particularmente em cafeeiros
arabica e canephora, o potencial hidrico de base, parece indicar melhor o estado
hidrico das plantas.

Ressalta-se que, na analise de teores de prolina em resposta ao decréscimo de
potencial hidrico, deve-se considerar o nivel de desidratacdo do solo, pois ha
evidéncias de que o ajustamento osmotico, como mecanismo protetor, ¢ mais
freqiientemente observado quando a sobrevivéncia da planta estd ameacgada

(Serra & Sinclair, 2002).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Caracterizacdo da area experimental

O experimento foi conduzido em uma 4rea experimental nas
proximidades do Departamento de Agricultura, no campus da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG, sob latitude de 21°15°S, longitude
de 45°00°W e altitude média de 918m. O clima da regido ¢ Cwa, segundo a
classificagdo climatica de Koppen, com médias anuais, para precipitacdo e
temperatura, de respectivamente, 1.530mm e 19,4°C (Brasil, 1992).

Foram estudadas plantas de wuma lavoura cafeeira com,
aproximadamente, dez anos de idade e que foi submetida a um processo de poda
dréstica (recepa), aos 65 meses de idade (setembro de 2001). A cultivar desta
lavoura ¢ a ‘Topazio MG-1190’, implantada com espagamento de 1,80 x 0,70.

As avaliagdes foram feitas em plantas ndo irrigadas e plantas irrigadas.
O sistema de irrigacdo utilizado foi o de gotejamento, sendo a lamina aplicada
equivalente a 80% do balango entre a evaporagdo do tanque classe A (ECA) e as
precipitacdes ocorridas no periodo entre duas irrigacdes consecutivas (80% ECA
— precipita¢ao). Os dados de precipitagdo e ECA foram obtidos na Estacdo
Climatologica situada no Campus da UFLA, localizada a, aproximadamente,
500 metros da area experimental. As irrigacdes foram realizadas duas vezes por
semana.

O solo da area experimental ¢ classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico, com textura muito argilosa, plano e uniforme (Embrapa, 1999). O
tipo de cultivo utilizado é o convencional, com adubagédo realizada em quatro
vezes, de outubro a marco, baseada na analise de fertilidade do solo e de acordo
com o método da 5% aproximag@o da Comissdo de Fertilidade do Solo do Estado

de Minas Gerais.
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3.2 Caracteristicas avaliadas
3.2.1 Anatomia de gemas

Para essa avaliagdo, foram utilizadas apenas plantas nao irrigadas. A
coleta das gemas foi feita semanalmente, durante o periodo de novembro de
2004 a fevereiro de 2005. A escolha desse periodo foi baseada em observagdes
realizadas em gemas coletadas na mesma area experimental, em janeiro de 2004,
que ja apresentavam modificagdes em sua estrutura, ou seja, as gemas ja se
apresentavam com um formato arredondado e com algumas protuberancias.

As gemas foram coletadas a partir do apice até o quarto né dos ramos
plagiotrépicos, posteriormente colocadas no fixador karnovisck e armazenadas
em camara fria para posteriores avaliacdes. Na seqiiéncia, as amostras foram
lavadas com tampao cocodilato (0,05 M) por trés vezes, durante 10 minutos. Em
seguida, foram transferidas para uma solugdo de tetroxido de 6smio 1% em agua
por 2 horas e, subseqiientemente, desidratadas em uma série de acetona (30%,
50%, 70%, 90% e 100%, por trés vezes) e depois levadas para o aparelho de
ponto critico. Os espécimes obtidos foram montados em suportes de aluminio
"stubs".

Com auxilio de uma fita de carbono, os espécimes foram colocados
sobre "stubs" revestidos por uma pelicula de papel aluminio, cobertos com ouro
e observados em microscopio eletrénico de varredura LEO Evo 40 no
Laboratorio Central de Microscopia Eletronica do Departamento de Fitopalogia
da UFLA. Diversas imagens das amostras foram registradas digitalmente, em
aumentos variaveis e gravadas no Software Photopaint, do pacote Corel Draw 9

(Alves, 2004).
3.2.2 Potencial hidrico

O estado hidrico das plantas foi avaliado por meio de medidas do

potencial hidrico de base (¥, maximo), realizadas com auxilio de uma camara
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de pressdo (Soil Moisture — Modelo 3005), em folhas do terceiro ou quarto no,
totalmente expandidas. As avalia¢des foram realizadas em quatro plantas por
coleta (repeti¢des), sorteadas na area experimental. As medidas foram realizadas
com freqiiéncia quinzenal, durante diferentes fases do florescimento, definidas a
partir do esquema proposto por Pezzopane et al. (2003). A fase 1 corresponde ao
periodo em que a gema apresenta-se dormente, na fase 2 a gema apresenta-se
intumescida e na fase 3, com botdes florais e flores abertas ¢ com um pico de

florada ao final dessa fase.

3.2.3 Teor de prolina

O material para a determinagdo do teor de prolina, foi composto por
folhas de ramos posicionados no terco superior da copa, do terceiro ou do quarto
no. As coletas foram realizadas em quatro plantas (repeticdes), sorteadas na area
experimental, com freqiiéncia quinzenal, durante as diferentes fases do
florescimento citadas.

As folhas coletadas foram secas em estufa de circulagdo forcada de ar, a
72°C, durante 48 horas e, posteriormente, maceradas em cadinho de porcelana.
Em seguida, 100 mg de massa seca das folhas foram homogeneizados em 10 mL
de acido sulfosalicilico a 3%. Essa mistura foi submetida a agitagdo por 60
minutos e filtradas em papel de filtro. Os filtrados foram coletados e
armazenados a -20°C.

Para a quantifica¢do do teor de prolina, utilizaram-se 2 mL do filtrado,
aos quais foram adicionados 2 mL de ninhidrina 4cida e 2 mL de acido acético
glacial. Essa mistura, ap6s um periodo de 60 minutos em banho-maria, sob
ebulicdo, foi resfriada em banho de gelo, sendo as leituras de absorbancia
realizadas em espectrofotdmetro a 520 nm. A determinagdo do teor de prolina

nas amostras foi feita a partir de uma curva padrio, com concentragdes
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conhecidas de prolina. Essa metodologia foi obtida a partir do protocolo descrito

por Bates (1973).

3.2.4 Teor de &cido abscisico

As coletas para a determinagdo do teor de acido abscisico foram feitas
mensalmente, de julho a setembro de 2005, abrangendo as diferentes fases do
florescimento ja citadas, realizadas em duas plantas (repeti¢des), sorteadas na
area experimental.

As gemas florais foram coletadas nos ramos plagiotropicos de primeira e
segunda ordem e armazenadas a -80°C. A seiva do xilema foi coletada na base
dos ramos plagiotropicos de primeira e segunda ordem, com o auxilio da cAmara
de pressdao (Soil moisture — Modelo 3005), utilizando-se uma microsseringa,
sendo coletado um volume de 400 pL, seguido de armazenamento a -80°C.

O método de extragdo do acido abscisico em gema floral foi adaptado a
partir de Berry & Bewley (1992) e Raykhel et al. (1987). O material foi
liofilizado e, posteriormente, macerado em nitrogénio liquido para a obtencdo de
p6. Um grama do material foi pesado e adicionados 20mL de metanol 80%,
BHT 0,1% e acido ascorbico 1% seguido de centrifugacdo a 14.000 x g/15
minutos a 4°C. O residuo foi ressuspenso e centrifugado nas mesmas condi¢des
anteriores. Os sobrenadantes resultantes foram coletados, combinados com
aqueles obtidos previamente e armazenados a -20°C. Posteriormente, o metanol
foi removido por rota-evaporacdo a 30°C. Em seguida, foi feita a liofilizacdo e,
em seguida, as amostras foram ressuspensas em 300 pL/g de pé em tampao TBS
(25mM Tris-HCL, 100mM NaCl, 1mM MgCl, pH 8.,5).

Para a extracdo do acido abscisico na seiva foi feita apenas a
liofilizagao.

Para a detec¢do de acido abscisico, foram utilizados kits de ensaio

imuno-enzimatico (ABA Enzyme Immunoassay Test Kit - Sigma). Para calcular
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o conteudo de ABA das amostras, foi necessario realizar uma curva padrio a
partir de concentragdes conhecidas de ABA. As leituras das amostras e dos
padrdes foram realizadas por um espectrofotometro MRX, com filtro de 405 nm.
Para a expressdo dos resultados foram consideradas as diluicdes realizadas ao
longo dos processos de extragdo e purificacdo, sendo os dados para gemas
florais expressos em pmol de ABA por grama de matéria seca e, para seiva

xilematica, em nmol de ABA por cm’ de seiva.

3.5 Delineamento experimental

A andlise de variancia foi feita considerando-se um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com quatro repetigdes para prolina e potencial
hidrico e duas repeti¢des para o acido abscisico, utilizando o teste de F a 5% de

probabilidade, para verificar a significancia por meio do software Sisvar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anatomia de gemas

No més de novembro, as gemas, independente da posi¢do no ramo, nao
apresentaram modificagdes em sua estrutura (Figura 1). Apenas nas gemas do
quarto n6 do ramo plagiotropico, no més de dezembro, foi observada uma

modificagdo morfoldgica, caracterizada por uma protuberancia (Figura 2).

EHT = 20.00 kv Signal A= SEA Date :22 Aug 2005
WD = 10mm Photo No. = 3362 Time :9:16:29 LE

FIGURA 1: Eletromicrografia de gema localizada no quarto no
do ramo plagiotropico de cafeeiro cv. Topazio,
coletada em 23 de novembro. Lavras, MG, 2004.
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Signal A = SE1 Date :22 Aug 2005
Photo No. = 3365 Time :9:20:51 l E

FIGURA 2: Eletromicrografia de gema localizada no quarto né do
ramo plagiotrépico de cafeeiro cv. Topazio, coletada
em 14 de dezembro. Lavras, MG, 2004.

A modificagdo observada na estrutura da gema em dezembro indica que
pode indicar um indicio de divisdes celulares entre a zona central e o “pith-rib”
como citado por Bernier (1988). Tais alteragdes podem ser tanto associadas ao
crescimento como a diferenciagdo. Os cortes realizados ndo permitiram
identificar camadas de células tipicas de um processo de diferenciagdo,
evidenciando a necessidade de realizagdo de um estudo mais completo de
ontogenia de gemas.

Como pode ser observado pelos dados meteorologicos referentes ao
inicio do experimento até a observagdo de modificacdes na estrutura da gema
(Figura 3), o inicio do més de novembro foi caracterizado por um periodo de
precipitacdes mais esparsas, em torno de 30mm e uma alta amplitude térmica.
Em seguida, observa-se uma seqiiéncia de 8 dias sem precipitagdo, ainda

caracterizada por alta amplitude térmica. Apos esse periodo, hd uma seqiiéncia
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de dias chuvosos (5 dias, precipitacdo total: 85,6mm) acompanhada por uma
menor amplitude térmica, seguida por 6 dias sem precipitagio e,
conseqlientemente, um aumento da amplitude térmica. Ao final de novembro e
no inicio de dezembro teve inicio a um periodo de precipitagdes mais freqiientes
que continuam até a data da coleta em 14 de dezembro, quando foi observada a
modificagdo na estrutura da gema. Ressalta-se que, nesse periodo, o fotoperiodo

aumentou.

100
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40 -

Precipitagdo (mm)

20 A
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15 4

—— Méaxima
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10

15/11 A
/
27/12

Data
FIGURA 3. Precipitacdo e temperaturas maxima e

minima, observados durante o periodo

experimental, de  novembro a
dezembro. Fonte: Estacao
Climatologica Principal de Lavras,
MG, 2004.
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Essas condi¢des meteoroldgicas podem indicar que as modificacdes
morfoldgicas observadas ocorreram em resposta a um periodo sem precipitagdes
(6 dias) com elevada amplitude térmica (periodo seco), seguido de uma
seqliéncia de dias chuvosos (16 dias), em que observou-se um decréscimo
significativo da amplitude térmica. Em alguns estudos, entre eles Jordan (1993),
a diferenciacdo do meristema € asssociada ao estresse hidrico, que contribui para
um aumento na concentragdo de amoénia na planta, precedendo a biossintese de
etileno e, conseqlientemente, diferenciagdo floral.

Estudos realizados com cafeeiros freqiientemente ressaltam a importancia
do fotoperiodo na indugdo floral, normalmente associada a dias curtos, embora
ela nem sempre ocorra num mesmo periodo (Majerowicz & Soéndahl, 2005;
Gouveia, 1984; Camargo & Camargo, 2001). Diante dessas informagdes e dos
resultados aqui obtidos de modificagdes morfoldgicas nas gemas, verifica-se a
necessidade de estudos mais detalhados sobre a indugdo floral. Avaliagoes
anatOmicas, bioquimicas e da expressdo génica no periodo da iniciacdo floral
podem contribuir para uma maior compreensdo das interacdes com fatores

ambientais que determinam o florescimento no cafeeiro.

4.2 Potencial hidrico

Os resultados de potencial hidrico obtidos durante o periodo
experimental indicam diferencas entre os tratamentos hidricos, em que os
maiores potenciais hidricos sdo observados no tratamento irrigado. Em média, os
potenciais hidricos variaram entre -0,3 e -0,8 MPa, para plantas irrigadas e entre
-0,6 e -1,5 MPa, para plantas nao irrigadas (Figura 4). A pouca variagdo do
potencial hidrico, observada para o tratamento irrigado, mostra que o manejo da
rega foi adequado para a manutencdo dos potenciais hidricos ao longo do

periodo experimental.
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No periodo de julho, os valores de potencial hidrico observados, tanto
para as plantas irrigadas como para as nao irrigadas, foram maiores que —1.0
MPa, em resposta a ocorréncia de precipitacdo (de 14,8 mm), no dia 07/07
(Figura 4).

No inicio de agosto (02/08), foi observado o menor potencial hidrico de

todo o periodo experimental para as plantas ndo irrigadas (-1,5 MPa). Esse valor
de potencial € superior ao valor considerado critico para o cafeeiro. De acordo
com Rena & Maestri (2000), em cafeeiros no campo, o potencial hidrico foliar
de base raramente cai a valores menores que -1,5 MPa, pois, sob condi¢des
naturais, o déficit hidrico ¢ estabelecido lenta e gradualmente, permitindo as
plantas ajustarem-se a essa condi¢do, minimizando os impactos de tensoes
ambientais.
A avaliacdo de 02/08 corresponde a fase 1 do florescimento, em que as gemas
encontram-se dormentes. Os valores obtidos para as plantas ndo irrigadas sdo
proximos do valor que, segundo Magalhdes & Angeloci (1976), caracteriza um
déficit hidrico necessario para que os botdes florais dormentes retomem o seu
crescimento, apos chuva ou irrigag¢do (igual ou inferior a -1,2 MPa). Crisosto et
al. (1992) observaram floradas expressivas somente apos os cafeeiros atingirem
potenciais hidricos foliares inferiores a -0,8 MPa. Esse valor ¢ proximo dos
valores para as plantas ndo irrigadas, na avaliagdo de 12/07.

Em meados de agosto (16/08), as gemas encontravam-se intumescidas
(fase 2 do florescimento) e com alguns botdes florais, para o tratamento irrigado,
enquanto que, nas plantas ndo irrigadas, foram observadas apenas as gemas
intumescidas. Diante dos valores de potenciais hidricos verificados para as
plantas irrigadas (-0,6 MPa) ndo caracterizando, portanto, um déficit hidrico,
pode—se associar a presenca de botdes florais a quebra da dorméncia das gemas,

devido as baixas temperaturas que ocorreram no periodo. Essa observacao esta
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em acordo com os resultados obtidos por Browing (1977) e Barros & Maestri
(1978).

No inicio de setembro (fase 2 do florescimento), observou-se uma maior
porcentagem de flores no tratamento irrigado. No tratamento ndo irrigado, havia
a presenga de alguns botdes florais, em conseqiiéncia, provavelmente, das
precipitacdes que ocorreram em 27/08, 28/08, 01/09 e 02/09 com 2,9mm,
1,2mm, 0,6mm e 7,8mm, respectivamente, havendo também um acréscimo nas
temperaturas nesse periodo.

No tratamento ndo irrigado, observou-se uma florada em picos,
caracterizada por uma maior uniformidade das flores. Por outro lado, nas plantas
irrigadas observou-se uma desuniformidade de flores, como conseqiiéncia de
floradas continuas, embora, no final de setembro, a maioria dos botdes
encontrou-se abertos em ambos os tratamentos.

A uniformidade floral das plantas ndo irrigadas pode ser atribuida ao
fato de a florada ter ocorrido ap6s um periodo de déficit hidrico, seguido de
precipitagdes, o que propiciou um aumento significativo do potencial hidrico das
plantas. Esse resultado é semelhante aos obtidos por Oliveira (2002) e Oliveira
(2003), que verificaram a presenga de flores em uma freqiiéncia maior nas
plantas submetidas a irrigagdo, em relacdo a plantas ndo irrigadas, para as quais
foram observados picos de floradas mais uniformes.

Embora alguns estudos déem énfase a necessidade de déficit hidrico
para que a florada ocorra (Magalhdes & Angeloci, 1976; Drinnam & Menzel,
1994), o fato de terem sido observadas flores em cafeeiros do tratamento
irrigado, mesmo sem atingir potenciais hidricos tipicos de uma condigdo de
déficit hidrico pronunciado, pode ser interpretado de acordo com a hipdtese de
Astegiano (1984). Segundo esse autor, os botdes florais dormentes fazem uma
“leitura” acumulativa da tensdo hidrica, tanto na sua magnitude quanto na sua

duracdo (dada por um periodo prolongado ou por acumulo de periodos curtos).
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Dessa maneira, a florada ocorre, mesmo em cafeeiros que, a priori, ndo foram
submetidos a déficit hidrico. Assim, pode-se inferir que o déficit hidrico ndo é
uma condigdo sine qua non para o cafeeiro florescer, mas necessario para uma

floragdo mais uniforme (Oliveira, 2002).

4.3 Teor de prolina
Quanto aos teores de prolina, ndo foram observadas diferengas
significativas entre os tratamentos (Figura 4).

Isso pode ser devido ao fato de os potenciais hidricos foliares
observados serem maiores que o valor considerado critico para o cafeeiro, que ¢
de -2,5 MPa (Magalhdes & Angeloci, 1976). Grisi (2006), em estudo com
mudas de cafeeiros, relata que os teores de prolina aumentaram somente quando
o potencial hidrico atingiu o valor de -2,5 MPa. Mazzafera & Teixeira (1989)
também encontraram boa correlagdo entre os teores de prolina e os potencias
hidricos foliares, somente quando o cafeeiro era submetido a déficits hidricos
mais acentuados.

A andlise dos resultados mostra que, no periodo de julho até meados de
agosto, época com poucas precipitagdes e baixas temperaturas, os teores de
prolina sdo mais elevados. Apo6s a ocorréncia de precipitacdes, associada a um
aumento da temperatura, no periodo do final de agosto até setembro,
observaram-se menores teores em relacdo as avaliagdes anteriores, sendo mais
evidente na fase final do experimento, quando ocorreram maior disponibilidade
hidrica e, conseqiientemente, maiores potenciais hidricos, em ambos os

tratamentos.

21



Fase 1 | Fase II Fase IIIi

! Irrigado
Mo Irrigado

O; B
T

Prolina (ug gMS™)

-0.5

o] !
o

T

Potencial Hidrico (MPa)

a
‘ 10
20

i W N

30 -

Precipitago (mm)
o
Irrigagéo (mm)

20 4

15

Temperatura (°C)

—— Méaxima
Minima

:

(=4 2 = £ 2 <4 [
g & =3 2 g s g
Data

FIGURA 4. Teor de prolina e potencial hidrico foliar (¥,) em cafeeiros
irrigados e ndo irrigados. As setas indicam as datas de coleta ¢ as
barras representam o erro padrdo da média de quatro repetigdes.
Altura de lamina d’agua, precipitagdes e temperaturas maxima e
minima observados durante o periodo experimental (julho a
setembro). Fonte: Estagdo Climatoldgica Principal de Lavras.
UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Portanto, a diminui¢ao do teor de prolina observada ao longo do periodo
experimental foi mais associada ao aumento do potencial hidrico foliar que as
variagdes das fases do florescimento. Assim, pode-se dizer que o déficit hidrico
necessario para que ocorra a quebra de dorméncia das gemas ndo ¢ muito severo,
pois, como afirma Serra & Sinclair (2002), o ajustamento osmotico ¢ um

mecanismo que ocorre em condi¢des de déficit hidrico acentuado.

4.4 Teor de acido abscisico

A anélise dos resultados obtidos para o teor de ABA na seiva do xilema
em ramos plagiotropicos e em gemas florais (Figura 5 e 6) mostra que os teores
de ABA na seiva do xilema sdo superiores aos valores encontrados nas gemas.
Isso pode ser devido ao fato do ABA ser sintetizado nas raizes, induzido pelo
déficit hidrico e ser transportado via xilema, justificando, assim, as maiores
concentragdes em relacdo a outras partes da planta, nas quais o mesmo ¢
redistribuido.

Para as gemas, foi observado, na fase 1 do florescimento (julho) e no
final do florescimento, maiores teores de ABA que correspondem aos menores
teores de ABA na seiva. A avaliagdo do inicio da fase 2 apresentou menores
teores de ABA, o que caracteriza um comportamento inverso em relagdo ao teor
de ABA na seiva. Em relacdo aos tratamentos, houve diferencas entre cles,
sendo os maiores teores observados em plantas ndo irrrigadas. No entanto, no
periodo em que ocorreu um pico de floragdo (final da fase 3 do florescimento),
quando foi observada maior freqiiéncia de precipitacdes e maiores temperaturas,

ndo foram observadas diferencgas significativas entre os tratamentos.
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FIGURA 5. Teores de acido abscisico em seiva do xilema em cafeeiros

irrigados e ndo irrigados. Al

s setas representam as datas de

coleta e as barras representam o erro padrdo da média de duas
repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Constatou-se, portanto, que altos teores de ABA na seiva

corresponderam a baixos teores na gema,

isto é, no inicio do experimento,

quando as gemas estavam quiescentes, o teor de ABA nas gemas era elevado,

quando comparado as outras €pocas e, na seiva, os valores eram baixos.
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FIGURA 6. Teores de acido abscisico em gemas florais em

A diminui¢do de ABA na seiva pode ser devido a precipitagdo que
ocorreu no dia 07/07, aumentando o potencial hidrico das plantas. Esse aumento

de potencial hidrico reflete no teor de ABA, primeiramente mais na seiva do

xilema que em

observados por Burschka et al. (1983) em estudo de ABA em tecidos foliares e
seiva do xilema, tendo sido mostrado que a concentracdo de ABA no xilema ¢

muito mais sensivel a falta de dgua no solo que a concentragio de ABA nas

folhas.

cafeeiros irrigados e ndo irrigados. As setas
representam as datas de coleta e as barras
representam o erro padrdo da média de duas
repeticdes. UFLA, Lavras, MG, 2005.

outras partes da planta. Esse resultado corresponde aos
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Os resultados obtidos mostram que houve relagdo direta entre a
concentragdo de ABA na gema e o grau de dorméncia, confirmando os
resultados de Browing (1973). No periodo em que as gemas encontravam-se
dormentes (julho), o teor de ABA foi maior em ambos os tratamentos, embora
ndo tenha havido diferengas em relagdo a época em que ocorreu um pico de
florag@o. Esse aumento de ABA na época em que a ocorreu o pico de floragdo se
deve, provavelmente, ao aumento de ABA na seiva no periodo de seca e que,
posteriormente, foi transportado para a gema, aumentando o teor na gema e
diminuindo na seiva. Este fato é coincidente com a ocorréncia de precipitagdes,
aumento de temperatura e de potencial hidrico e, conseqiientemente, diminui¢ao

do teor de prolina e maior porcentagem de flores abertas.
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5 CONCLUSOES

Ha indicios de que alteragcdes morfologicas da gema correspondem a um
periodo de déficit hidrico, seguido de precipitagdo e, conseqiientemente, uma
menor amplitude térmica.

Os teores de prolina estdo relacionados a disponibilidade hidrica, ou
seja, menores teores de prolina em folhas correspondem a maior oferta de
precipitacdo, portanto, maiores potenciais hidricos, independente do tratamento
hidrico. No entanto, as alteracdes do teor de prolina ndo estdo asssociadas as
variagdes das fases do florescimento, mostrando que o déficit hidrico necessario
para que ocorra a quebra da dorméncia ndo é muito severo. Logo, a prolina nao ¢é
um bom indicador fisiologico do estado hidrico no processo de florescimento do
cafeeiro.

Os resultados obtidos mostram que a dorméncia da gema pode estar
associada positivamente ao teor de ABA. No entanto, ndo permite afirmar que a
quebra de dorméncia esteja diretamente ligada a diminui¢do do teor de ABA. Ja
para os teores de ABA na seiva do xilema constata-se que ha uma relagdo direta
entre teor de ABA e potencial hidrico e que ndo tem uma relagdo direta com o
florescimento.

Finalmente, os resultados obtidos mostram que a prolina e o ABA
respondem mais as condi¢des hidricas que aos eventos de florescimento. Além
disso, mostram também que a quebra de dorméncia das gemas nao esta
relacionada a um déficit hidrico severo e, portanto, outros fatores ambientais e

endogenos interagem de maneira mais complexa na floragdo do cafeeiro.
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