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RESUMO 

 O Brasil é o maior produtor e exportador de café no mundo; com isso, este produto 

tem uma importância significativa para a economia nacional. Uma estratégia em práticas 

agronômicas que pode resultar em um menor uso de defensivos agrícolas consiste na indução 

da resistência (IR) em plantas. A IR consiste na ativação de mecanismos de defesa latentes da 

planta por meio de tratamento prévio com eliciadores, substâncias que podem induzir a 

produção de metabólitos secundários, como compostos fenólicos. Os compostos fenólicos 

abrangem um extenso grupo de substâncias fungitóxicas, antibacterianas e antiviróticas, 

podendo ter efeito inibitório na germinação de esporos e no crescimento micelial, que estão 

envolvidos em respostas bioquímicas e estruturais de resistência em plantas. O ácido 

hexanoico (Hx) é um exemplo de substância que pode ser um eliciador indutor da resistência, 

com ação em diversas espécies vegetais e interações com patógenos. Estudos mais recentes 

identificaram metabólitos induzidos pela aplicação de ácido hexanoico em tomateiros e citros, 

sugerindo que ele seja capaz de reprogramar o metabolismo primário e secundário. No 

presente projeto, foi avaliado se a ação da aplicação de 0,6 mM de Hx por 48h alteraria os 

padrões de fluorescência da clorofila e a induziria a formação de idioblastos contendo 

compostos fenólicos em plantas de Coffea arabica. A hipótese foi testada em plantas 

mantidas em solução nutritiva, nas quais foi medida a eficiência quântica do fotossistema II e 

foi contabilizado o número de idioblastos contendo compostos fenólicos em secções 

anatômicas transversais da nervura da região mediana da lâmina foliar em cotilédones e 

eofilos. Não foram identificadas diferenças significativas entre o grupo controle e o grupo de 

tratamento com Hx, tanto para a eficiência quântica do fotossistema II quanto para a indução 

de compostos fenólicos. Com isso, conclui-se que o uso deste indutor em cafeeiro na 

concentração utilizada não provoca impactos no rendimento de fotossíntese nem no acúmulo 

de compostos secundários em termos qualitativos. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 O café brasileiro é reconhecido mundialmente e segundo dados de 2017 da Cecafé, o 

Brasil é o maior produtor e exportador da commodity. Além disso, o café não torrado, não 

descafeinado, em grão, foi o 6° produto mais exportado pelo país em 2016 (SEBRAE, 2016).  

 São descritas 124 espécies no gênero Coffea (Rubiaceae), que são nativas da África e 

da Ásia (DAVIS et al., 2011). O centro de diversidade de C. arabica é o sudoeste da Etiópia, 

onde ainda crescem indivíduos selvagens (CLARINDO, 2008; CARVALHO, 2013). Sabe-se 

que a base genética das cultivares é bastante estreita (Lashermes et al., 1996; Ferrão et al., 

2015), pois, além de C. arabica ser uma espécie predominantemente autógama, a enorme 

maioria das cultivares são derivadas de duas populações-base do século XVIII: Typica e 

Bourbon (ANTHONY et al., 2002; VIDAL et al., 2010).  

Mais de 70% do material genético das cultivares brasileiras é relacionado às cultivares 

Mundo Novo e Catuaí, que nada mais são que cruzamentos das duas populações base 

(SETOTAW et al., 2013). Contudo, desde a década de 1990, a partir de processos de 

melhoramento genético e hibridação com germoplasma de outras procedências, tem sido 

introduzido no parque cafeeiro nacional cultivares com maior resistência a doenças, 

especialmente a ferrugem.  

Uma estratégia muito utilizada em práticas agronômicas é a indução de resistência 

(IR) em plantas. Ela é um método de ativação dos mecanismos de defesa latentes da planta 

através de tratamentos prévio envolvendo agentes químicos – os eliciadores. Estas substâncias 

podem induzir a produção de compostos secundários, como compostos fenólicos, que são 

interessantes para indústrias farmacêuticas, alimentícias e de cosméticos (SILVA et al., 2015). 

Dessa forma, eliciadores fazem com que as plantas ativem seus próprios mecanismos de 

defesa e quando expostas novamente a um fator de estresse (biótico ou abiótico), as plantas 

respondem de forma mais rápida e efetiva ao estímulo (ALAMINO, 2013). 

 Um exemplo de eliciador utilizado em plantas é o ácido hexanoico, um ácido 

carboxílico utilizado como ácido graxo na indústria de cosméticos para a fabricação de 

condicionadores e cremes, derivado do hexano e tem seis carbonos. Também é conhecido 

como ácido capróico, por ser considerado o composto que produz o cheiro característico de 

caprinos (http://gestis-en.itrust.de/nxt/gateway.dll/gestis_en/028160.xml).  

Alguns trabalhos indicavam a atividade antimicrobiana decorrente da aplicação de 

ácidos graxos em plantas, como de Vicedo et al. (2006) e Levya et al. (2008). Os estudos 
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pioneiros constavam em observar que o ácido hexanoico tinha ação na interação entre o fungo 

necrótico Botrytis cinerea (mofo cinzento) e o tomateiro, também exposto por Levya et al. 

(2008). Relatou-se que o ácido hexanoico foi capaz de promover uma resposta preventiva (ou 

indução da resistência) e os índices de necrose foram menores após a aplicação do ácido 

hexanoico por spray foliar, ou radicular em solução nutritiva, antes da infecção pelo fungo. 

Estudos in vitro demonstraram que a substância também tem ação fúngica, inibindo a 

germinação de esporos, como demonstrado por Levya et al. (2008). Grosso modo, postulou-se 

que a aplicação de baixas concentrações (faixa de 1 a 5 mM) de ácido hexanoico teria um 

efeito indutor da resistência, e que concentrações mais altas (de 6 a 20 mM) teria um efeito 

bactericida e fungicida, mas sem efeitos de toxicidade em plantas (ARANEGA-BOU et al., 

2014).  

Eliciadores como o ácido hexanoico podem induzir a produção de metabólitos 

secundários, como compostos fenólicos. Estes são definidos como substâncias que possuem 

anel aromático com um ou mais substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais. 

A atividade antioxidante desses compostos deve-se, principalmente, às suas propriedades 

redutoras e estrutura química (SILVA, 2015), com isso, os compostos fenólicos 

desempenham papel importante na proteção celular, pois são capazes de sequestrar ou inibir 

as diversas espécies de oxigênio reativo, transferir elétrons para radicais livres, ativar enzimas 

antioxidantes e inibir enzimas oxidases (RUBIO, 2017). O nível máximo de compostos 

fenólicos em cafeeiro geralmente é encontrado em folhas jovens (eofilos ou cotilédones) 

(AERTS et al., 1994; MONDOLOT et al., 2006). 

Dois recentes trabalhos identificaram metabólitos induzidos pela aplicação do ácido 

hexanoico (CAMANES et al., 2015; LLORENS et al., 2016) em tomateiros e citros. Foi 

observado que a aplicação do ácido hexanoico diminui a produção de metabólitos da via do 

aspartato e aminoácidos de cadeia ramificada, mas induz a produção de frutose, oxilipinas e 

fosfolipídeos (CAMANES et al., 2015). É importante ressaltar ainda que estes trabalhos têm 

grande ênfase nas relações planta/patógeno, com pouco aprofundamento no efeito per se da 

aplicação do ácido hexanoico no metabolismo vegetal. Em síntese, observa-se que o ácido 

hexanoico é capaz de reprogramar o metaboloma primário e secundário.  

A fotossíntese ocupa uma posição central na assimilação de carbono em plantas 

fornecendo uma ligação entre o metabolismo vegetal e o ambiente externo (ZANANDREA et 

al., 2014). É um processo essencial ao metabolismo e sua taxa de atividade pode dar indícios a 

respeito da homeostasia do organismo vegetal. Condições de estresse podem levar a 

“fotoinibição”, fenômeno no qual resulta em danos por inatividade do fotossistema II 
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(MURCHIE; LAWSON, 2013). Esta condição pode ser detectada através de alterações na 

assimilação de CO2 ou na emissão da fluorescência da clorofila a, devido a reduções na 

capacidade fotossintética decorrente de alterações nas atividades do fotossistema II (PSII) 

(LAGE-PINTO et al., 2012). 

A energia luminosa absorvida pelas moléculas de clorofila pode ter três destinos: 

conduzir a fotossíntese (fotoquímica), ser dissipada como calor (energia excessiva) ou pode 

ser reemitida como luz - fluorescência da clorofila (estado de excitação que se encontra o 

Fotossistema II – PSII) (HONORATO JÚNIOR et al., 2015). Estes processos ocorrem 

competitivamente entre si, e o aumento na eficiência de um destes reflete em uma queda de 

rendimento nos demais (BAKER, 2008). 

Visto que as medições são rápidas, não requerem equipamentos custosos ou técnicas 

avançadas de laboratório e oferecerem uma avaliação quantitativa do nível de estresse, a 

análise de fluorescência é uma importante forma de análise de respostas a estresses 

ambientais, já que qualquer estresse que retarde o crescimento resulta em menor eficiência do 

processamento da luz. Este é um método não-invasivo, não-destrutivo e altamente sensível 

para análise de doenças foliares na fotossíntese (HONORATO JÚNIOR et al., 2015).  

Sabe-se que a fluorescência é a re-emissão da luz absorvida em longos comprimentos 

de ondas (baixa energia); sendo assim o cloroplasto absorve a luz nas regiões azul e vermelha 

do espectro visível e a re-emite sob a forma de luz vermelha distante. A fluorescência da 

clorofila é uma medida arbitrária sem unidade, devido às peculiaridades de cada instrumento 

de fluorescência (intensidade lâmpada e ângulo de incidência) ou de cada folha (como a 

espessura e teor de clorofila), sendo assim, esta análise é apenas significativa quando 

normalizada contra uma segunda medição da mesma amostra com o mesmo instrumento. 

Com isso, as duas medidas utilizadas são “Fo” e “Fmax”, sendo que a diferença entre estes 

dois valores pode ser denominada como fluorescência variável (Fv) (CESSNA et al., 2010).  

A aplicação de um pulso saturante induz o máximo valor de fluorescência por meio do 

fechamento dos centros de reação (MURCHIE; LAWSON, 2013), assim, a fluorescência da 

clorofila atinge sua capacidade máxima em alguns milésimos de segundo, devido à redução 

total do fotossistema II, incapacitando o sistema de receber qualquer outro elétron; com isso, 

qualquer fóton excedente será dissipado sob a forma de calor ou re-emitido como 

fluorescência, ao invés de ser utilizado para a fotoquímica. Com esse método, é possível 

estimar o valor da diferença entre a fluorescência mínima (Fo) e a fluorescência máxima 

(Fm), obtendo-se a fluorescência variável (Fv). “Fo” é denominado como o nível basal de 

fluorescência, o qual ocorre no escuro, quando a intensidade de fluorescência é relativamente 
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baixa, devido à abertura dos fotossistemas e grande parte da energia absorvida estar sendo 

direcionada aos sistemas fotoquímicos. “Fmax” é indicada como o nível máximo de 

fluorescência e é medida logo após o flash luminoso de alta intensidade. A proporção de Fv 

para Fm (Fv/Fm) é uma medida de eficiência de processamento de luz e está positivamente 

correlacionada com taxas fotossintéticas máximas, crescimento do vegetal e produtividade, e 

inversamente correlacionada com dissipação térmica da luz absorvida (CESSNA et al., 2010). 

Para folhas sem estresse, essa razão tem valor aproximado de 0,83 (MURCHIE et al., 2013). 

Qualquer tipo de estresse resulta na inativação danosa do fotossistema II e consequentemente 

em valores mais baixos para Fv/Fm. Dessa maneira, como medidas de Fv/Fm podem fornecer 

a fração de energia luminosa direcionada à fotossíntese relativo ao valor total da luz absorvida 

pela folha, têm sido uma das técnicas mais utilizadas para medições de estresse foliar 

(CESSNA et al., 2010; MURCHIE, et al., 2013).  

   

2. OBJETIVOS  

 

 O presente estudo avaliou se a aplicação de ácido hexanoico em solução nutritiva era 

capaz de promover a queda na eficiência quântica máxima do fotossistema II em folhas de 

Coffea arabica e se também era possível observar o acúmulo de compostos fenólicos em 

folhas.  

 

3. MATERIAL E MÉTODOS  

A figura 1 ilustra a estratégia do presente trabalho, a ser detalhada nas etapas 

posteriores:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Estratégia de desenvolvimento do trabalho  
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3.1 Material vegetal e tratamento 

 

Foram utilizadas plantas de Coffea arabica cultivar Obatã IAC 669-20. As mudas, 

plantadas em sacos de polietileno perfurado, foram adquiridas de viveiro certificado.  

Plantas de tamanho uniforme com 3 a 4 pares de folhas foram mantidas em telado 

sombreado, sob condições naturais de temperatura e fotoperíodo, sem restrições de nutrição e 

irrigação, com plantas dispostas de maneira a receber a mesma incidência de luz até a 

execução dos experimentos. Para a execução dos experimentos, as plantas foram removidas 

dos sacos de polietileno e lavadas com água corrente e água deionizada para a remoção da 

terra do sistema radicular. 

As plantas foram então transferidas para vasos com 3,0 L de solução nutritiva aerada, 

adaptada de Clark (1975) por Carvalho et al. (2013), onde foram cultivadas em um conjunto 

de três plantas por vaso. O experimento foi executado em sala de crescimento, com 

temperatura controlada a 23°C e regime de luz com ciclo de 12h/12h. O fornecimento 

contínuo de oxigênio atmosférico à solução nutritiva foi feito por meio de compressores de ar. 

A iluminação artificial foi fornecida por painéis de LED cuja densidade de fótons 

média foi entre 400 e 600 µmol/m2. O pH da solução nutritiva foi medido diariamente 

(pHmetro AKSO – modelo AK59) e ajustado para 5,5 – 5,6 com hidróxido de sódio ou ácido 

clorídrico, quando necessário. As plantas foram mantidas em aclimatação por no mínimo três 

dias. Após a aclimatação, a solução nutritiva era substituída para a imposição de um dos 

tratamentos: controle sem ácido hexanoico ou tratamento com ácido hexanoico na 

concentração final de 0,6 mM (2,3 mL de ácido hexanoico ultrapuro da marca Merck, código 

2915 90 70, em 3L de solução nutritiva). Os tratamentos foram mantidos por 48 horas. 

Cada tratamento foi repetido por ao menos duas vezes, com o cultivo de, no mínimo, 

três vasos com três plantas cada. A medição de fluorescência de fotossíntese seguiu 

procedimentos similares ao já utilizados em experimentos realizados para o gênero Coffea 

(KONRAD et al., 2005). As medições foram realizadas imediatamente antes da imposição dos 

tratamentos, 24 horas e 48 horas após os tratamentos. Todas as medições foram realizadas 

entre 8h e 9h da manhã, cerca de 2 a 3 horas após a retomada do ciclo de luz na sala de 

crescimento.  
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3.2 Análise da fluorescência da clorofila 

 

A fluorescência da clorofila a foi avaliada utilizando-se o fluorômetro portátil de luz 

modulada JUNIOR-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Foram realizadas de três a cinco 

determinações de fluorescência de clorofila de folhas maduras do terço médio da planta. Cada 

medição foi realizada em indivíduos escolhidos de maneira aleatória.  

As folhas utilizadas para as medidas fotossintéticas foram adaptadas ao escuro 

(recobertos com papel alumínio e sacos de polietileno) por no mínimo 30 minutos. Após 

adaptação ao escuro, eram medidos os valores de fluorescência inicial (Fo) e a fluorescência 

máxima (Fm), por meio de um pulso saturante emitido pelo fluorômetro nas folhas pré-

adaptadas. Assim, pôde ser efetuada a curva de indução da fotossíntese e obtida a 

fluorescência variável (Fv), através da relação Fv=Fm – Fo (KONRAD et al., 2005; NETTO 

et al., 2005). A partir destes valores foi calculada a eficiência fotoquímica máxima do 

fotossistema II (Fv/Fm). 

Os valores de Fv/Fm foram comparados entre tratamentos em cada período (0h, 24h e 

48h). Os dados foram analisados estatisticamente pelo Test t de Student, no programa 

Paleontological Statistics (Past) versão 3.19 (HAMMER et al., 2001) para um número 

amostral de 10 para o grupo controle e 6 para o grupo de tratamento. As diferenças seriam 

consideradas significativas ao intervalo de confiança de 95% (p<0,05). 

 

3.3 Análise anatômica  

 

Para a análise do conteúdo fenólico, foram realizadas secções anatômicas transversais 

de amostras do terço mediano da lâmina foliar, na região da nervura principal, tanto de folhas 

cotiledonares como de eofilos. Para isso, o material fresco de plantas na condição controle e 

de plantas tratadas foi coletado e armazenado em álcool etílico 70%. Experimentos 

preliminares permitiram verificar que este procedimento de fixação não interferiu no conteúdo 

fenólico dos idioblastos, porém facilitou a contagem dos idioblastos devido à clarificação do 

parênquima clorofiliano. As seções anatômicas foram obtidas à mão livre, com auxílio de 

lâminas de barbear, e, em seguida, submetidas ao teste histoquímico para compostos fenólicos 

(Reeve, 1951). As seções foram submetidas à reação com uma gota de nitrato de sódio 10% 

(v/v), uma gota de ácido acético 10% e uma gota de uréia 20%, em vidro de relógio, por 3 

minutos, em seguida adicionadas duas gotas de Hidróxido de Sódio 2N. As lâminas 



 
 
 

 

12 

histológicas foram montadas com água destilada e imediatamente observadas e analisadas ao 

microscópio de luz. 

A interpretação dos resultados foi feita a partir da contagem visual da quantidade de 

idioblastos fenólicos em cada seção foliar, num campo de aproximadamente 10000 µm². Para 

cada amostra (cotilédone controle, cotilédone tratamento, eofilo controle e eofilo tratamento – 

Figura 4 A-D) foram feitas seis leituras, correspondentes a seis cortes obtidos aleatoriamente 

de ao menos dois indivíduos. O resultado das contagens foi comparado pelo teste Test t de 

Student, no programa Paleontological Statistics (Past) versão 3.19 (HAMMER et al., 2001), 

para determinação da significância dos resultados. As diferenças seriam consideradas 

significativas ao intervalo de confiança de 95% (p<0,05). 

A documentação das imagens foi realizada em fotomicroscópio Leica, modelo DMLB, 

com câmera digital DFC 295 acoplada e projeção da escala micrométrica. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Fluorescência da clorofila 

 

A eficiência quântica do fotossistema II variou entre 0,4 e 0,6. Mas não houve 

diferença significativa entre os grupos controle e tratamento com ácido hexanoico para a 

relação Fv/Fm. A figura 2 ilustra esta comparação. 

a)                                                       b)                                                            c)        

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 2. Eficiência quântica do fotossistema II (Fv/Fm) em tratamento com ácido hexanoico 0,6 mM 
(Hx), em a) 0h de adição de Hx, b) 24h de adição de Hx e c) 48h de adição de Hx. 

 

Ainda não é certo na literatura quais são os processos que causam o aumento da 

fluorescência de Fo para Fm, a fluorescência variável (Fv), mas assume-se que Fv é 

determinado pelo estado reduzido da primeira quinona aceptora do fotossistema II (PSII). 



 
 
 

 

13 

 Qualquer tipo de estresse resulta na inativação do PSII, resultando em valores mais 

baixos para a relação Fv/Fm, e consequentemente menor eficiência quântica do fotossistema 

II (KALAJI et al., 2014; MURCHIE & LAWSON, 2013).   

Considerando-se que a aplicação de eliciadores podem ocasionar alterações em rotas 

sinalizadoras como o fluxo de íons, ativação de reação em cascata e a produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (DELAUNOIS et al., 2014), era esperado que os tratamentos de 

ácido hexanoico (Hx) causassem algum tipo de alteração metabólica a ponto de atingir o 

fotossistema II, como no trabalho de Scalschi et al. (2013) em que foi relatado alterações em 

parâmetros fisiológicos após aplicação de Hx, como aumento nas taxas fotossintéticas, 

transpiração e abertura estomatal. 

Apesar disso, as comparações feitas indicam que não houve diferença significativa 

para as taxas de Fv/Fm entre o grupo controle e tratamento com ácido hexanoico para a 

concentração de Hx aplicada. Esta concentração foi determinada por meio de experimentos-

piloto, nos quais o objetivo foi encontrar uma concentração na qual o eliciador não causasse 

toxicidade às plantas. É importante também ressaltar que o tempo de aplicação do Hx pode 

causar alguma resposta em tempos superiores a 48h de exposição. 

 

4.2. Compostos fenólicos: análises anatômicas 

 

O número de idioblastos fenólicos observados foi de 35 a 40 em cotilédones e de 80 a 

90 em eofilos. Não houve diferença significativa entre o número de idioblastos fenólicos nos 

grupos comparados (Figura 3).  

 

a)                                                                            b) 

 

 

 

 

 

 

  
 
 
 

Figura 3. Médias obtidas para cada grupo. a) Comparação entre folhas de cotiledonares (COT), grupo 
controle e tratamento de Hx. b) Comparação entre  eofilos, grupo controle e tratamento. 
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Compostos fenólicos são compostos secundários sintetizados a partir de intermediários 

do metabólito primário, através de rotas como a de fenilpropanóides. As substâncias então 

produzidas fazem parte do arsenal defensivo da planta, e sua ação não está restrita a um 

composto em particular (MENA et al., 2015).  

O teste histoquímico aplicado permitiu que os idioblastos fenólicos fossem corados e 

assim contabilizados para comparação. Todos os materiais avaliados apresentaram idioblastos 

com compostos fenólicos, porém sem diferença significativa em seu padrão. A Figura 4 

ilustra o padrão encontrado em cotilédones e eofilos; ambos os órgãos não apresentaram 

diferença significativa. Os idioblastos fenólicos distribuem-se por todo o mesofilo, tanto de 

folhas cotiledonares como de eofilos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

Figura 4. Teste histoquímico em amostras de cotilédones e eofilos de Coffea. A. Cotilédone, 
controle. B. Eofilo, controle. C. Cotilédone, tratamento. D. Eofilo, tratamento. Abreviatura: if = 
idioblasto fenólico. Barras de escalas: A–D = 10µm. 
 

Este resultado é concordante com o obtido para os valores de fluorescência variável, 

mostrando que em um segundo aspecto metabólico (produção de fenólicos), o Hx não foi 

capaz de induzir ou diminuir a produção de compostos fenólicos. 

 

5. CONCLUSÃO 

 

 A concentração e tempo de ação do ácido hexanoico testados não causaram alterações 

na eficiência quântica do fotossistema II e não influenciaram no número de idioblastos com 
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compostos fenólicos em cotilédones e eofilos de cafeeiro. Estes resultados indicam que o 

eliciador teve baixo impacto no metabolismo de fenólicos e na fotossíntese. Até o momento, o 

eliciador teria potencial uso prático agronômico, já que este propõe uma alternativa aos 

pesticidas convencionais, e não causa toxicidade nem altera o metabolismo primário do 

organismo quando aplicado na concentração e tempo avaliados. Em tomate, essa concentração 

foi capaz de aumentar a tolerância a patógenos (SCALSCHI et al., 2013). 

 Duas vertentes de pesquisa decorrentes do presente estudo são: I) outras 

concentrações e tempo de ação poderiam ter impacto na fluorescência da clorofila? II) Esta 

concentração e tempo são capazes de diminuir a progressão de patógenos no cafeeiro? Futuros 

trabalhos podem assim responder a estas questões. 
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