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Resumo

A producéo de café é constantemente ameacada por plantas daninhas, e o glifosato € o principal
herbicida utilizado no controle quimico, reduzindo custos com méao de obra e o custo de producédo. A
eficiéncia de aplicacdo visa reduzir a intoxicacdo das plantas de café, entretanto, fatores como a época
de aplicacdo e o tipo de ponta de pulverizacdo podem interferir na deriva. A enzima Cafeoil-CoA 3-O
Metiltransferase (CCoAOMT), atua na biossintese dos monolignéis, nas folhas, participa da producgéo
de lignina, conferindo resisténcia contra patdgenos e pragas. Neste estudo, objetivou-se analisar a
expressao do gene CCoAOMT em folhas de café ardbica, em relacéo a ponta e época de aplicacédo do
glifosato. Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos,
independentemente do tipo de ponta de pulverizagcdo ou da época de aplicagdo. Os tratamentos
utilizando a ponta de pulverizagdo tipo Leque apresentaram aumento na expressdo do gene, em
relacdo ao tratamento controle. A expressdo génica de CCoAOMT em Coffea arabica, ndo foi
influenciada pela aplicacéo de glifosato.

Palavras-chave: Cafeeiro. CCOAOMT. RT-qPCR. Deriva. Herbicida.
Area do Conhecimento: Ciéncias Bioldgicas — Biologia Molecular.
Introducéo

Ha mais de 150 anos o Brasil € o maior produtor, maior exportador e o segundo maior consumidor
de café do mundo (ABIC, 2022). Dos 2,26 milhdes de hectares plantados no pais, o Espirito Santo é
responsavel por mais de 30% da producéo. Deste total, mais de 1,5 milhdes de hectares é destinado
ao café ardbica (Coffea arabica), liderando a geragéo de emprego e renda no estado (CONAB, 2023).

Plantas daninhas sdo uma das principais causas da queda do potencial produtivo das lavouras e,
para diminuir a interferéncia destas na producédo de café, o0 manejo com o controle quimico tem
favorecido a produtividade e reducédo de custo de producdo, uma vez que seu uso reduz mao de obra
em capinas periddicas, proporciona menor incidéncia de pragas e melhor conservacdo do solo
(MESQUITA et al., 2016). O glifosato € um herbicida muito utilizado em lavouras de café, sistémico,
sem seletividade e pds-emergente, controla efetivamente essas plantas através da inibicdo da enzima
EPSPs (5-enolpiruvato-chiquimato-3-fosfato sintase) (YAMADA e CASTRO, 2007). Uma das moléculas
mais eficientes para o controle seletivo de plantas daninhas, com acdo em diversos estadios de
desenvolvimento das mesmas (MANEIRA, 2017).

O operador deve regular o equipamento e aplicar o herbicida adequadamente para um controle
efetivo, tendo o bico composto pelo conjunto (corpo, peneira, ponta e capa), cuja ponta, é responsavel
pela formacgéo das gotas. As pontas de jato cbnico e de jato plano, ou cone e leque, respectivamente,
s&0 pecas responsaveis pela acuracia e eficiéncia na aplicacdo (EMBRAPA, 2005).
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A época de maior infestagéo de plantas daninhas, é no periodo de maior pluviosidade quando ocorre
maior extracdo de nutrientes, essas plantas causam maiores perdas na producdo de café além de
coincidir com o florescimento e frutificagdo (ANDEF, 2004). Atentar-se ao periodo critico de competicao
e evitar impactos negativos na producao é importante para implementar estratégias de controle efetivas.

Ao longo do desenvolvimento do cafeeiro, sdo ativados genes, como aqueles relacionados com a
sintese de cafeina, acidos clorogénicos e monolignois, sendo estes Ultimos produtos do metabolismo
dos fenilpropandides (MONTEIRO et al., 2004). Cafeoil-CoA 3-O Metiltransferase (CCoOAOMT) tem sido
estudada na resposta de defesa das plantas e participa ativamente da via da lignificacéo,
desempenhando papel essencial na biossintese da lignina, a lignificacdo é um processo bioquimico
que abrange a biossintese dos monolignois (WANG; BALINT-KURTI, 2016.).

Modificacdes na expressdo dessas enzimas podem acarretar efeitos indesejaveis como menor
resisténcia ao ataque de pragas e doencas, enquanto que o aumento da expressao do gene CCoAOMT
reproduz maior lignificacdo (ZHANG et al., 2020). A enzima CCoAOMT catalisa a primeira rea¢éo de
transferéncia de metil no metabolismo fenilpropandide e sintetiza feruloil-CoA a partir de cafeoil-CoA
(Figura 1), a regulacdo negativa de CCoAOMT resulta na diminuicdo nas unidades da lignina (YE et

al., 2001).
Figura 1 - CCOAOMT catalisa a metilacdo de Cafeoil-CoA em Feruloil-CoA.
COSCoA COSCoA
V. V.
CCoAOMT
>
OH OCH;
OH OH
Caffeoyl CoA Feruloyl CoA

Fonte: YE et al, 2001.

Objetivou-se com o presente trabalho, analisar a expressao génica quantificada pela técnica de RT-
gPCR, para investigar a expressdo de CCoAOMT, envolvido na resposta de defesa das plantas, em
folhas de café arabica submetido ao manejo quimico de plantas daninhas com aplicagcbes de glifosato
em diferentes épocas e utilizando diferentes tipos de ponta de pulverizacao.

Metodologia

O experimento foi conduzido em parceria com o INCAPER, na Fazenda Experimental em Venda
Nova do Imigrante - ES, a partir de uma lavoura de café ardbica (Coffea arabica, variedade Catuai 144)
bem estabelecida e em plena producéo. Instalado em esquema fatorial 3 x 2 (3 épocas de aplicacéo
do glifosato; 2 tipos de ponta de pulverizador), mais a parcela controle, em delineamento de blocos ao
acaso, com trés repeticdes. A Tabela 1 apresenta detalhadamente os diferentes tratamentos utilizados
no experimento.
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Tabela 1 - Descri¢do dos tratamentos.

Tratamento Epoca de aplicagdo Tipo de ponta de
do glifosato pulverizador

™ 1? quinzena outubro; Cone

12 quinzena dezembro.

T2 12 quinzena outubro; Cone

12 quinzena fevereiro.

T3 12 quinzena outubro; Cone
12 quinzena dezembro;

12 quinzena fevereiro.

T4 12 quinzena outubro; Leque

12 quinzena dezembro.

15 12 quinzena outubro; Leque

12 quinzena fevereiro.

T6 12 quinzena outubro; Leque
12 quinzena dezembro;

12 quinzena fevereiro.

Sem aplicacdo Sem aplicagao
Testemunha (rogado). (rogado).

Fonte: os autores.

Folhas jovens totalmente expandidas foram coletadas a partir de cada representante dos
tratamentos, em seguida foram congeladas em nitrogénio liquido, transportadas em gelo seco e
armazenadas no Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular da UFES - Campus Alegre, em freezer
a -80 °C. O RNA total foi isolado utilizando o Kit Purelink (Thermo Scientific) de acordo com as
instru¢cbes do fabricante. A concentracdo do RNA foi determinada utilizando o NanoDrop 2000®
(Thermo Scientific) e a qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Os RNAs
foram tratados com a enzima DNAse (Promega ou Invitrogen). Apés o tratamento com DNAse, o0 DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando o Kit GoScriptTM Reverse Transcription System
(Promega), seguindo as recomendagfes dos fabricantes.

As analises de expressao génica realizadas seguem as orientagdes do “The Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE)”. Utilizando trés replicatas
bioldgicas e trés replicatas técnicas (BUSTIN et al., 2009). As reacdes quantitativas em cadeia da
polimerase (QPCR) foram conduzidas utilizando o Kit GoTag qPCR Master Mix®. As amplificacdes
foram realizadas no equipamento LightCycler 96® Roche, com os procedimentos: pré-incubacéo (95
°C por 120 segundos); amplificacéo (95 °C por 15 segundos; 60 °C por 60 segundos (40 ciclos)); e
melting (95 °C por 10 segundos; 65 °C por 60 segundos; 97 °C por 1 segundo).

O valor de expressao do gene CCoAOMT relativa foi obtido, através da normalizacdo do gene alvo,
com os genes de referéncia/enddgenos. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa computacional GENES. Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA). O
gréfico foi realizado com auxilio do software R (R Core Team 2017) e RStudio.

Resultados

Os resultados da analise de variancia, ndo apresentaram diferencga significativa na expresséo do
gene CCoAOMT entre os tratamentos, independentemente do tipo de ponta de pulverizagdo ou da
época de aplicacao de glifosato, em comparagédo ao tratamento controle (rogado), conforme apresenta
a Tabela 2.
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Tabela 2 - Quadro de Andlise de Variancia.

FV GL am P-valor
Epocas 2 0,01466 100,00 ™
Pontas 1 0,16723 8,86 ™

Epocas x Pontas 2 0,01706 36,84 "8
Residuo 12 0,01570 -
Média 0,46005 - -
CV (%) 27,23576 - -

FV = (Fator de variancia); GL = (Grau de liberdade); QM = (Quadrado médio); P-valor = (Probabilidade); ns =
(Nao significativo).
Fonte: os autores.

Ao analisar o nivel de expressédo génica em cada tratamento (Figura 2), as variagdes evidenciaram que
a expresséo foi maior no T4 (0,664) e menor no T2 (0,336), comparado a testemunha (0,369).

Figura 2 - Expresséo génica de CCoOAOMT em café arabica sob aplicacéo de glifosato nos diferentes

tratamentos.
i
.
2
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T ratamentos

T1 = (2 aplicagdes, ponta Cone: 1a quinzena outubro; 1la quinzena dezembro); T2 = (2 aplicagdes, ponta Cone: 1a
quinzena outubro; la quinzena fevereiro); T3 = (3 aplicagdes, ponta Cone: la quinzena outubro; la quinzena
dezembro; 1a quinzena fevereiro); T4 = (2 aplicagdes, ponta Leque: 1a quinzena outubro; 1a quinzena dezembro);
= (2 aplicagdes, ponta Leque: la quinzena outubro; la quinzena fevereiro); T6 = (3 aplica¢des, ponta Leque:
la quinzena outubro; 1a quinzena dezembro; 1la quinzena fevereiro); Testemunha = (Sem aplicagdo, ro¢cado).
Barras = Erro padréo.
Fonte: os autores.

Discusséo

Na andlise de expresséo génica de CCoAOMT, normalizada por UBQ10, foi possivel observar o
nivel de expressao deste gene em relagéo aos tratamentos, com destaque para T4 (2 aplicagdes: ponta
de pulverizacao tipo Leque, em outubro e dezembro), com maior nivel de expresséo do gene (0,664).
Lepelley, et al., (2007), observaram que, o perfil de expressdo de CCoAOMT e o nivel de transcricdo
deste gene durante o desenvolvimento da folha do cafeeiro, tendem a aumentar com o consequente
fortalecimento das paredes celulares a medida que a folha amadurece.
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Foi possivel analisar no presente estudo, um aumento na expressao de CCoOAOMT nos tratamentos
T3, T4, T5 e T6. O aumento na expressdo de CCoAOMT reflete em maior lignificacdo e cumprindo suas
fungdes como a defesa das plantas, fornecendo suporte estrutural, rigidez fisica, resisténcia mecéanica
e barreira de defesa contra patdgenos e insetos, sem comprometer a producédo do cafeeiro. Esse
aumento pode ajudar na adaptacdo das plantas a ambientes externos adversos e prejudiciais
(MARCHESINI, 2013; ZHANG et al., 2020).

O aumento na expressao génica, foi observado na maioria dos tratamentos, sendo T4 e T6 os que
apresentaram maior expressdo de CCoAOMT. Entretanto, T1 e T2 ndo apresentaram aumento na
expressdo de CCoAOMT comparado ao tratamento controle. A biossintese da lignina vegetal é
regulada pelo gene CCoAOMT, quando tem sua atividade reduzida, o impacto negativo pode causar
florescimento tardio, hastes delgadas e arqueadas (ZHANG et al., 2020), além de perder a capacidade
de suporte mecénico e defesa contra patégenos (WANG; BALINT-KURTI, 2016.)

A ponta tipo Leque favoreceu a expressao do gene, possivelmente por ter maior eficiéncia na
reducéo de deriva, em relagdo a ponta tipo cone. De acordo com a EMBRAPA (2005) a ponta tipo
Leque é indicada para aplicacéo de herbicida pés emergente sistémico e eficiente na redugdo da deriva.
As pontas sdo componentes essenciais dos pulverizadores e podem garantir a eficiéncia, bem como a
eficacia do produto fitossanitario, quando selecionada corretamente, permite a eficiéncia de diversas
atividades com tamanho de gotas e vazao adequada para cada situacédo especifica (SASAKI et al.,
2016; UCHOA, 2019).

O controle das plantas daninhas é feito principalmente com herbicidas de pds-emergéncia,
concentrando-se na época do inicio da estacdo chuvosa e quente. Nesse contexto, é importante
destacar que o controle é frequentemente feito nessa época e possivelmente ndo teve deriva na
aplicacéo de glifosato, ndo demonstrando reduc¢éo significativa na expressao de CCoAOMT em plantas
de café. A falta de interferéncia na expresséo sugere que a lignificacdo e a resisténcia do cafeeiro ndo
foram afetadas, reforcando a possibilidade de utilizacdo do glifosato como opcao eficiente de manejo,
sem comprometer a defesa das plantas de café (VIANA et al., 2010).

A utilizacéo do glifosato, além de aumentar o potencial produtivo, controla as plantas daninhas de
forma eficiente mesmo na época chuvosa, selecionando corretamente a ponta de aplicagéo, ampliando
a qualidade e a efetividade, saudavel desenvolvimento e fitossanidade do cafeeiro (SILVA; SILVA,
2007; VIANA et al., 2010; RONCHI et al., 2017). Uma vez que a expressédo génica de CCoAOMT néo
foi significativamente afetada pelo glifosato nos tratamentos utilizados, esses resultados estdo em
concordancia com estudos anteriores que respaldam a utilizagdo do herbicida no manejo de plantas
daninhas.

O conhecimento acerca da regulacéo da biossintese de fenilpropandides possibilita estudos visando
controle genético de doencas e a resisténcia do cafeeiro (MAGNOLIA et al., 2007). No entanto, é
importante estudos futuros considerando outros parametros, para compreender melhor a resposta das
plantas de café ao glifosato, incluindo a expresséo de outros genes além do CCoAOMT relacionados a
defesa das plantas.

Conclusao

A expresséo do gene CCoAOMT néo foi afetada significativamente pela presenca do glifosato em
folhas de cafeeiro ardbica, nas trés épocas de aplicagcdo e com a utilizacao de dois modelos de pontas
de pulverizagéo.
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