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RESUMO GERAL
Os capitulos 1, 2 e 3 tém como objetivo o estudo da diversidade genética de 43 genotipos de
Coffea canephora inéditos atraves de caracteristicas morfoldgicas foliares estomaticas e da
planta, e ainda a escolha de um modelo matematico para determinacdo de area foliar
desenvolvido a partir de medidas lineares de folha. No cépitulo 1 foi feito o estudo das
caracteristicas estomaticas determinando: contagem de células epidérmicas e numero de
estdmatos, medida de didmetro polar e equatorial, estimativa de densidade, indice de area
estomatica, indice estomatico e funcionalidade estomatica. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia, agrupadas pelo método hierarquico Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic Averages (UPGMA); fez-se ainda a correlacdo linear de Pearson e anélise
por componentes principais em Biplot. Foram constatadas diferencas entre os 43 genotipos
confirmando a existéncia de variabilidade genética; o método de agrupamento distinguiu-0s
em seis grupos; correlagbes com distintos niveis significAncia ocorreramm entre 0s
pardmetros; altura de planta, distancia entrenos e area foliar se correlacionam positivamente,
mostrando que podem ser associadas com as caracteristicas estomaticas. No capitulo 2 foram
estimados: comprimento, numero de nos e distancia entre nés de ramos plagiotrépico e
ortotrépico; altura de planta; didmetro de copa; comprimento, largura e area foliar real de
folhas em duas avalia¢fes. Os dados foram submetidos a analise de varidncia, agrupadas pelo
método otimizacdo de Tocher e pelo método hierarquico UPGMA, feita a analise de
correlacdo linear de Pearson e componentes principais em Biplot. Constatou-se diferencas
significativas entre os 43 gendtipos, formando seis grupos pelo método de Tocher e cinco
grupos por UPGMA, evidenciando a variabilidade genética existente. A correlacdo de Pearson
forneceu valores com distintos niveis entre as caracteristicas, comprovados pela analise de
componentes principais. No capitulo 3 foi medido manualmente o comprimento da nervura
central (C) e maxima largura do limbo foliar (L), e area foliar real (AF) de folhas dos 43
genotipos. A partir do C, L, AF e CL realizaram-se analises de correlacdo de Pearson,
agrupamento pelo método otimizacdo de Tocher, testaram-se todas as combinacbes por
modelos lineares conforme os parametros existentes e ajustaram-se os valores de R? e 0 BIC
para cada modelo, sendo estabelecidas as equagdes considerando os parametros 0 e B1. Os
43 genotipos foram divididos em trés grupos pelo método de Tocher, sendo que um dos
grupos abrangeu 41 geno6tipos. Maiores correlagcdes ocorreram entre produto de Ce L (CL) e
AF, sequido de L e AF. Portanto, CL estimou satisfatoriamente a area foliar, mas pode ser
adotada a variavel largura devida maior facilidade de medicdo a campo. As equacdes geradas

considerando ambas variaveis foram significativas e a validagdo cruzada confirmou o



ajustamento. O capitulo 4 objetivou avaliar os impactos dos estresses de calor e seca
individuais e em conjunto nos cafeeiros, sendo que foram avaliados parametros foliares
relacionados a caracteristicas estomaticas, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a,
transporte tilacoidal de elétrons, permeabilidade de membrana e atividades das enzimas da
fotossintese. Adicionalmente, o capitulo 5 teve como finalidade identificar mecanismos de
resposta/aclimatacdo das plantas as condi¢Oes de estresse de calor e seca, onde foram
avaliados a fotoinibicdo do PSII, as atividades das enzimas Ascorbato Peroxidase (APX),
Glutationa Redutase (GR), Superdxido Dismutase (Cu, Zn-SOD), assim como o teor de
Ascorbato (ASC), enzima de choque térmico (HSP70), pigmentos fotossintéticos e
malondialdeido (MDA). Notou-se que as plantas bem regadas mantiveram bom desempenho
fotossintético com aumento de temperatura, apresentando alteracGes somente a 39/30 °C em
CL153 e Icatu a partir de 34/28 °C assim como houve aumento de F, e diminuicdo em F,/Fn e
aumento no nivel de fotoinibicdo do PSII, entretanto as plantas em estresse hidrico
apresentaram reducdes significativas em todos os parametros (Pn, gs, E, Ci, IWUE e Amax) e
o efeito do calor nestas plantas foi mais evidente a 42/30 °C apenas em Icatu. A imposi¢édo
conjunta dos estresses agrava a situacdo, embora alguns parametros ndo tenham sido
modificados (por exemplo: Pn e Amax em CL 153). A atividade das enzimas da fotossintese e
dos fotossistemas foram diminuidos com a imposicdo simultdnea de seca e calor. As
estruturas fotossintéticas em geral, e os fotossistemas em particular, foram impactados, mas 0s
efeitos negativos terdo sido mitigados pelo reforco de mecanismos protetores. Estes estdo
refletidos nos aumentos dos valores de Y(neq (dissipagdo de energia ndo regulada) e Q
(dissipacéo térmica sustentada fotoprotetora), HPS70, (que confere aumento da termotolerancia) e
de alguns pigmentos fotossintéticos como Neaxantina, Anteraxantina, Zeaxantina, DEPS e
Luteina, bem como no aumento de atividade de APX, SOD e GR (que atuam na remocao de
espécies reativas de oxigénio). O teor de MDA foi aumentado apenas em 42/30 °C,
confirmando a peroxidacédo de lipidios de membrana, contudo evidenciando a termotolerancia
foliar nos cafeeiros a temperaturas bem acima do 6timo. Além disso, foi visto uma
consideravel recuperacdo para diversos parametros apoOs reestabelecimento das condicdes

normais de agua e temperatura, confirmando a capacidade de resiliéncia dos cafeeiros.

Palavras chave: diversidade genética, selecdo, melhoramento, alteracGes climaticas,

fotoinibicdo, estresse hidrico, estresse térmico, antioxidantes.



OVERVIEW
Chapters 1, 2 and 3 have the objective of studying the genetics of the 43 unpublished Coffea
canephora genotypes through the stomatal and plant leaf morphological characteristics, as
well as the choice of a mathematical model to determine the leaf area developed from linear
of sheet. In chapter 1 the study of the stomatal characteristics was carried out, determining:
epidermal cell count and number of stomata, polar and equatorial diameter measurement,
density estimation, stomatal area index, stomatal index and stomatal functionality. Data were
submitted to analysis of variance, grouped by the hierarchical method Unweighted Pair Group
Method using Arithmetic Averages (UPGMA); Pearson's linear correlation and principal
component analysis in Biplot were also performed. Differences were observed among the 43
genotypes confirming the existence of genetic variability; the grouping method distinguished
them into six groups; correlations with different levels of significance occurred among the
parameters; plant height, distance internodes and leaf area correlate positively, showing that
they can be associated with stomatal characteristics. In chapter 2 we estimated: length,
number of nodes and distance between nodes of plagiotropic and orthotropic branches; plant
height; cup diameter; length, width and actual leaf area of leaves in two evaluations. The data
were submitted to analysis of variance, grouped by the Tocher optimization method and by
the UPGMA hierarchical method, made to the analysis of Pearson's linear correlation and
main components in Biplot. Significant differences were found among the 43 genotypes,
forming six groups by the Tocher method and five groups by UPGMA, evidencing the
existing genetic variability. Pearson's correlation provided values with different levels
between characteristics, as evidenced by principal component analysis. In Chapter 3, the
length of the midrib (L) and maximum leaf blade width (W) and leaf area (LA) of the 43
genotypes were measured manually. From L, W, LA and LW, Pearson correlation analyzes
were performed, grouped by the Tocher optimization method, all combinations were tested by
linear models according to the existing parameters and the values of R? and BIC were
adjusted for each model. Established the equations considering the parameters 0 and B1. The
43 genotypes were divided into three groups by the Tocher method and one group with 41
genotypes. Larger correlations occurred between products L and W (LW) and LA, followed
by W and LA. Therefore, LW estimates the leaf area satisfactorily, but the variable width can
be adopted due to the greater ease of measurement in the field. The equations generated
considering the two variables were significant and the cross validation confirmed the
adjustment. The objective of chapter 4 was to evaluate the impacts of individual and joint heat

and drought stresses in coffee trees. Leaf parameters related to stomatal characteristics, gas



exchange, chlorophyll a fluorescence, thylakoidal electron transport, membrane permeability
and activities of photosynthesis enzymes. In addition, chapter 5 aimed to identify mechanisms
of response/acclimation of plants to heat and dry stress conditions, where they were evaluated
the photoinhibition of PSII, the activities of the enzymes Ascorbate Peroxidase (APX),
Glutathione Reductase (GR), Superoxide Dismutase (Cu, Zn-SOD) as well as Ascorbate
(ASC) content, heat shock enzyme (HSP70), photosynthetic pigments and malondialdehyde
(MDA). It was observed that well-watered plants maintained good photosynthetic
performance with temperature increase, presenting changes only at 39/30 °C in CL153 and
Icatu from 34/28 °C as well as there was increase of Fo and decrease in Fv/Fm (Pn, Gs, E, Ci,
IWUE and Amax), and the effect of heat on these plants was more evident at 42/30 °C only in
Icatu. The joint imposition of stressors aggravates the situation, although some parameters
have not been modified (for example: Pn and Amax in CL 153). The activity of the
photosynthesis and photosynthetic enzymes was reduced with the simultaneous imposition of
drought and heat. The photosynthetic structures in general, and the photosystems in particular,
have been impacted, but the negative effects have been mitigated by the reinforcement of
protective mechanisms. These are reflected in the increases in the values of Yeg)
(unregulated energy dissipation) and gN (sustained heat dissipation photoprotective), HPS70,
and some photosynthetic pigments such as Neaxanthin, Anteraxanthin, Zeaxanthin, DEPS and
Lutein, as well as increased APX, SOD and GR activity (which act in the removal of reactive
oxygen species). The MDA content was increased only at 42/30 °C, confirming the membrane
lipid peroxidation, but evidencing the leaf thermotolerance in the coffee trees at temperatures
well above the optimum. In addition, a considerable recovery was observed for several
parameters after reestablishment of the normal water and temperature conditions, confirming

the resilience of the coffee trees.

Key words: genetic diversity, selection, breeding, climate change, photoinhibition, water

stress, thermal stress, antioxidants.



INTRODUCAO GERAL

O café, uma espécie tropical perene, é uma das commodities mais negociadas
globalmente. A cadeia de valor da safra gera uma receita de aproximadamente US $ 170
milhdes e envolve ca. 25 milhdes de produtores, na sua maioria pequenos e ca. 125 milhdes
de pessoas em toda a cadeia produtiva, tendo um forte impacto social e econdmico em muitos
paises tropicais (BUNN et al., 2015, RAMALHO et al., 2018; ICO, 2018; DAVIS et al.,
2019). A producdo mundial € baseada em Coffea arabicalL. (café arabica) e C.
canephora Pierre ex A. Froehner (café conilon/robusta), que corresponde a 2/3 e 1/3 do
rendimento da cultura, respectivamente (DAVIS et al., 2011).

Brasil, Vietnd, Coldmbia, Indonésia, Etiopia, India, Honduras e Uganda s&o
responsaveis pelo maior montante da producdo mundial, que tem aumentado continuamente
nas Ultimas décadas, estando consistentemente perto ou acima de 9 milhdes de toneladas
desde 2011/2012 (ICO, 2018). O Brasil se destaca por ser o maior produtor e exportador
mundial de café, no qual a producdo é dividida entre arabica e conilon/robusta. Em 2018 o
café arabica correspondeu ao montante de 47,5 milhGes de sacas e de conilon foi 14,2 milhdes
de sacas, totalizando 61,7 milhGes de sacas beneficidas, oriundas de Minas Gerais, Espirito
Santo, S&o Paulo, Parana, Rondénia e Bahia, os principais estados produtores (CONAB,
2018).

Com relacdo ao C. canephora a producdo e demanda tem aumentado
expressivamente nos Gltimos anos, devido a maior participacdo na composic¢do dos blends e
como café solGvel, pois conferem a bebida maior teor de sélidos solveis, maior rendimento
industrial e encorpamento a bebida (IVOGLO et al., 2008; LIMA FILHO et al., 2012, 2015;
TEIXEIRA et al., 2016), além disso a mistura diminui os custos em vista do pre¢o ser menor
do que o café arabica, podendo compor até 60% dos blends. Assim, o café Robusta foi
transformado de uma cultura africana pouco conhecida para uma importante commodity
global em apenas 150 anos e atualmente corresponde por 1/3 do comércio global de café
(ICO, 2018; DAVIS et al., 2019).

As caracteristicas de alogamia e auto-incompatibilidade gametofitica do tipo
monogénica do C. canephora (CONAGIN e MENDES, 1961), confere a reproducgéo natural
individuos altamente heterozigotos e populacdes com grande variabilidade genética
(BRAGANCA et al., 2001; FERRAO et al., 2008; IVOGLO et al., 2008), podendo diferir
quanto ao ciclo de maturacdo, produtividade, resisténcia a pragas e doengas, porte,
arquitetura, tamanho e forma das sementes, frutos e folhas (BRAGANCA et al., 2001;

PARTELLI et al., 2006; 2014). Essa diversidade ¢é altamente necessaria em programas de



melhoramento, favorecendo a selecdo de genotipos superiores com as caracteristicas
desejadas (CHARRIER e BERTHAUD, 1985; DALCOMO et al., 2015). Assim com a
disponibilidade de novos materiais em campo, € essencial a avaliacdo e caracterizacdo das
plantas e a adocao de técnicas multivariadas permite a identificacdo e selecdo de genotipos
promissores e/ou distintos (CRUZ, REGAZZI, CARNEIRO, 2012; CARMONA et al., 2015;
DALCOMO et al., 2015), para compor novas cultivares ou serem mantidas em bancos de
germoplasma para eventuais programas de melhoramento da cultura. Logo esfor¢cos em
estudos neste sentido podem colaborar para a manutencéo da atividade cafeeira.

A cafeicultura mundial e local esta enfrentando desafios crescentes diante das
alteracdes climaticas para o presente século, incluindo a subida de temperaturas medias globais e 0
aumento da frequéncia de eventos climaticos extremos, como secas e ondas de calor
(HAWORTH et al., 2018). Os impactos ocorrem tanto na producdo como na qualidade da
bebida, afetando potencialmente toda a cadeia de valor do café, desde os produtores, passando
pela indUstria e até os consumidores de café (MARTINS et al., 2016). Essas alteracGes ja tém
sido expostas em diversos estudos, sendo que paises produtores como Brasil, México,
Tanzénia e Nicaragua ja registraram perdas severas em producdo e até mesmo areas aptas
para o cultivo (DUBBERSTEIN et al., 2018; SEMEDO et al., 2018). Recentemente foi
publicado um estudo relatando que 60% das espécies de café conhecidas no mundo correm
risco de extincdo, inclusive C. arabica, que se destaca como café mais consumido no planeta,
estando fortemente ameacado pelas mudancas climaticas globais (DAVIS et al., 2019).

O aumento de temperatura e evento de periodos de seca ocorrendo individualmente
ou em sobreposicdo constituem as maiores ameacas climatica para agricultura em geral
(DUBBERSTEIN et al., 2018; HAWORTH et al., 2018), para a cafeicultura em particular.
Temperaturas extremas e escassez de agua ocorrem juntas frequentemente, podendo a
interacdo entre estresses levar a um aumento da severidade do impacto sobre o metabolismo,
equilibrio mineral e expressdo génica (RAMALHO et al., 2018). Ambas as tensfes podem
afetar potencialmente todos os componentes fotossintéticos, ocasionando fechamento
estomatico (reduzindo assim a fotossintese liquida e 0 metabolismo dos agUcares), alteractes
nos complexos pigmentares, redugdo da eficiéncia fotoquimica e atividade das enzimas e
fotoinibicdo dos fotossistemas (PARTELLI et al., 2009, 2011; RODRIGUES et al., 2016;
MARTINS et a., 2016; RAMALHO et al., 2018).

Um resultado direto de alteracBes celulares induzidas por estresse é a superprodugao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) (HASANUZZAMAN et al., 2013; TESKEY et al.,
2015; AWASTHI et al., 2018), geradas a partir do excesso de energia, devido ao seu uso



limitado nas reagdes fotoquimicas. Tal pode promover a fotoxidagdo e fotoinibicao, definidos
como a inibicdo da fotossintese pelo excesso de luz, com dano direto na proteina D1, danos ao
RNA e DNA, destruindo funcdes celulares e metabdlicas, lesdes na matriz lipidica de
membranas, que podem contribuir para aumento do vazamento de eletrdlitos, e inclusive
resultar em morte celular (MENEZES-SILVA et al., 2017; YANG et al., 2018). Contudo, as
plantas contam com mecanismos de eliminag&o/desintoxicagdo que controlam a producéo e
presenca de ROS, pelo que uma regulacdo positiva destes mecanismos € decisivo para a
tolerancia ao estresse das plantas. Dentre estes se destacam a atuacdo de dissipadores de
energia, sobre-expressdo de enzimas antioxidantes e acdo de metabdlitos ndo enzimaticos
(RODRIGUES et al., 2016; MARTINS et al., 2016; RAMALHO et al., 2018).

Diante do contexto o objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética
existente entre 43 gendtipos de C. canephora a partir de caracteristicas estomaticas e
biométricas da planta, bem como desenvolver um modelo matemético para aferir area foliar
de diferentes materiais a partir de medidas lineares de folhas. A outra linha de pesquisa
investigou as consequéncias de trés condices de estresse ambiental, nomeadamente seca e
calor imposto individualmente ou em conjunto em C. arabica cv Icatu e C. canephora cv.
Conilon Clone 153 ao nivel do funcionamento das estruturas fotossintéticas, bem como os
mecanismos de defesa que sdo expressos e sua eficiéncia na protegdo contra 0 agravamento
sos danos e a capacidade de resiliéncia do cafeeiro de recuperacéo apos estabelecimento das

condi¢des normais se dgua e temperatura.
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CAPITULO 1
DIVERGENCIA GENETICA ENTRE 43 GENOTIPOS DE Coffea canephora A
PARTIR DE CARACTERISTICAS ANATOMICAS FOLIARES

RESUMO: O conhecimento de caracteristicas da estrutura interna das folhas é importante
para discriminar genétipos em processos de selecdo e melhoramento, pois podem indicar
diferentes aptiddes as condicdes de cultivo. Diante disso, este trabalho tem como objetivo
averiguar a variabilidade genética de 43 gendtipos de Coffea canephora a partir de
caracteristicas anatdbmicas foliares e conhecer a correlagdo existente entre as caracteristicas.
Logo, estimaram-se oito caracteristicas anatdmicas foliares: CE (nUmero de células
epidérmicas); NE (nimero de estdmatos); DP (diametro polar); DQ (didametro equatorial); DE
(densidade estomatica); IAE (indice de area estomatica); IE (indice estomatico) e a FUN
(funcionalidade estomatica) e aferiu a altura de planta, distancia entrends e area foliar dos 43
genotipos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia multivariada (MANOVA) e
agrupadas pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic Averages). Ainda, foram submetidas a analise de correlacdo linear de Pearson e
componentes principais em grafico de dispersdo do tipo Biplot. A analise de variancia
constatou diferencas entre os 43 genotipos para todas as caracteristicas anatbmicas, sendo que
0 método de agrupamento distinguiu-os em seis grupos, o que definiu as divisdes dos
gendtipos nos respectivos grupos foi menor ou maior nimero de células epidérmicas, numero
e tamanho dos estdmatos, de forma que evidenciou a heterogeneidade na constituicdo genética
da populacdo. Houve correlagdes positivas e negativas com niveis de significancia desde fraco
a forte entre as caracteristicas, sendo os maiores entre NE x IE e DE; DP e DQ x IAE, além
disso, altura de planta, distancia entren6s e area foliar se correlacionam positivamente,
mostrando que estas caracteristicas sdo geneticamente associadas umas as outras. Estes
resultados ressaltam a necessidade de considerar o0s estdmatos na identificacdo e

desenvolvimento de cultivares de café adequado aos ambientes em mudanga.

PALAVRAS-CHAVE: café conilon, estbmatos, variabilidade genética, agrupamento.

GENETIC DIVERGENCE AMONG 43 Coffee canephora GENOTYPES FROM
FOLIAR ANATOMICAL CHARACTERISTICS
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ABSTRACT: The knowledge of the characteristics of the internal structure of the leaves is
important to discriminate genotypes in selection and breeding processes, as they may indicate
different cultivation conditions. Therefore, the objective of this work is to investigate the
genetic variability of 43 genotypes of Coffea canephora from leaf anatomical characteristics
and to know the correlation between the characteristics. Therefore, eight leaf anatomical
characteristics were estimated: EC (number of epidermal cells); NS (number of stomata); PD
(polar diameter); QD (equatorial diameter); SD (stomatal density); SAI (stomatal area index);
Sl (stomatal index) and FUN (stomatal functionality), and verified the plant height, internodes
distance and leaf area of the 43 genotypes. The data were submitted to the multivariate
analysis of variance (MANOVA) and grouped by the UPGMA hierarchical method
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages). Also, they were submitted to
Pearson's linear correlation analysis and main components in a Biplot type scatter plot. The
analysis of variance found differences among the 43 genotypes for all anatomical
characteristics, and the grouping method distinguished them in six groups, which defined the
divisions of the genotypes in the respective groups were smaller or larger number of
epidermal cells, number and size of the stomata, so that it showed the heterogeneity in the
genetic constitution of the population. There were positive and negative correlations with
levels of significance ranging from weak to strong among the characteristics, the highest
among NS x Sl and SD; PD and QD x SAl, in addition, plant height, distance internodes and
leaf area correlate positively, showing that these characteristics are genetically associated with
each other. These results highlight the need to consider stomata in the identification and

development of coffee cultivars suitable for changing environments.

KEY WORDS: coffee conilon, stomata, genetic variability, clustering.

INTRODUCAO

O café dito com um dos mais valiosos produtos da economia global é cultivado em
mais de 11 milhdes de hectares, distribuido em cerca de 80 paises (DENOEUD et al., 2014;
DAMATTA et al., 2015; 2018). As espécies C. arabica Linnaeu e C. canephora Pierre ex A.
Froehner se consagram com maior importancia comercial. A producdo e demanda de C.
canephora tem aumentado de forma significativa, participando na composicdo dos blends
juntamente com café arabica e nas industrias de torrado e moido (expresso e soltvel), fato
atribuido ao maior teor de sélidos soltveis, maior rendimento industrial e conferir corpo a
bebida (IVOGLO et al., 2008; LIMA FILHO et al., 2012, 2015; TEIXEIRA et al., 2016),
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podendo em muitos casos compor cerca de 60% em blends sem que comprometa a qualidade
final (LIMA FILHO et al., 2015).

A espécie C. canephora € diploide (2n=2x=22 cromossomos) e alégama,
com auto-incompatibilidade gametofitica do tipo monogénica ligada a um unico loco génico
“S”, com cerca de trés alelos interagindo, impedindo autofecundacdo e cruzamento de
individuos portadores de alelos semelhantes (CONAGIN e MENDES, 1961; DENOEUD et
al., 2014; DALCOMO et al., 2017; MORAES et al., 2018). Logo, a reproducdo natural
promove individuos altamente heterozigotos e populacdes com grande variabilidade genética
(BRAGANCA et al., 2001; FERRAO et al., 2008; IVOGLO et al., 2008), com distintos
ciclos de maturacéo, produtividade, resisténcia a pragas e doencas, porte, arquitetura, tamanho
e forma das sementes, frutos e folhas, qualidade de bebida, além disso, sdo menos produtivas
(BRAGANCA et al., 2001; PARTELLI et al., 2006; 2014; CHENG et al., 2016; DALCOMO
et al., 2017). Plantas com estas caracteristicas se consagram como matéria-prima para
programas de melhoramento devido a existéncia de variabilidade genética, condicdo favoravel
para a selecdo de gendtipos superiores (IVOGLO et al., 2008; DALCOMO et al., 2015;
MACHADO et al., 2017).

Regularmente novos gendtipos de conilon/robusta originam-se no campo, a partir da
selecdo, multiplicagdo e exploracdo empirica dos proprios cafeicultores, estudos cientificos
através da avaliagdo de caracteristicas agrondmicas permite estimar diversos parametros
genéticos e identificar gendtipos promissores e/ou distintos para compor uma nova cultivar
com auxilio de técnicas multivariadas (CRUZ et al.,, 2012; CARMONA et al., 2015;
DALCOMO et al., 2015; BIKILA e SAKIYAMA, 2017; GILES et al., 2018, 2019).

As caracteristicas foliares variam entre 0s genétipos e sdo extremamente Uteis na
identificacdo de plantas com caracteristicas desejaveis como resisténcia a determinadas
condi¢cdes ambientais, pois a anatomia foliar do cafeeiro demonstra plasticidade diante de
alguns estresses abioticos, alterando as espessuras do parénquima palicadico e esponjoso,
nimero de estbmatos, posicionamento, dimensdes e mobilidade estomatica. Inclusive o
conhecimento de tais caracteristicas pode auxiliar na escolha de materiais com maior
potencial fotossintético, pois 0 aumento na densidade estomaética pode proporcionar uma
maior capacidade em captacdo e fixacdo do CO, atmosférico e, dessa forma, melhorar a
eficiéncia fotossintética e producdo de fotoassimilados (BATISTA et al., 2010; BALIZA et
al., 2012; GAMA et al., 2017; DITTBERNER et al., 2018).

Em vista da possivel diversidade existente quanto as caracteristica estomatica e seu

impotante papel na selecdo de plantas, objetivou-se com este trabalho estudar uma populacéo
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de 43 gendtipos de C. canephora através da estimativa de parametros genéticos, método de
agrupamento UPGMA e anélise de correlagdo a partir das caracteristicas anatdmicas foliares e

biométricas da planta.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em uma lavoura composta por 43 gendtipos de C. canephora,
sendo a maioria selecionada por cafeicultores da regido, ou seja, sdo ineditos em pesquisa
cientifica. O plantio ocorreu em abril de 2014 no municipio de Nova Venécia, regido norte do
Estado do Espirito Santo, Brasil, em uma propriedade particular localizada a uma
latitude 18°66'23" sul e longitude 40°43'07" oeste, altitude de 50 metros, temperatura media
anual é de 23°C. A regido possui clima tropical, caracterizado pelo verdo quente e Umido, e
inverno seco, classificado como Aw, de acordo com a classificacdo de Képpen (ALVARES et
al., 2013).

Os gendtipos foram dispostos em um delineamento experimental de blocos ao acaso,
com trés repeticbes, sendo os tratamentos constituidos pelos diferentes gendtipos, e cada
unidade experimental por sete plantas. O plantio foi realizado no espacamento de 3 metros
entre linhas e 1 metro entre plantas (3x1), o que equivale a 3333 plantas por hectare. Dos 43
genotipos implantados 42 sdo propagados por estaquia e um por semente, as quais foram
conduzidas com quatro hastes por planta. Toda area experimental possuiu irrigacdo por
gotejamento desde a implantacao.

As coletas foliares foram feitas no terceiro ou quarta par de folhas recém-
desenvolvidas, de ramos plagiotrépicos situados no terco médio das plantas expostas ao sol,
num total de 15 folhas por gendtipo em 01 de fevereiro de 2017. De imediato, cortou-se a
parte central da folha e fixou em solucdo FAA50 (formaldeido, acido acético glacial e etanol
50%; 1:1:9, v/v) por 48 horas e, posteriormente conservou-se em etanol 70% (JOHANSEN,
1940). Amostras foliares com aproximadamente um cm? foram diafanizadas em solugdo de
hidréxido de s6dio a 10%, clarificadas em solucédo de hipoclorito de sédio a 50% e lavadas em
agua destilada (SHOBE e LERSTEN,1967), em seguida submetidas ao processo de coloracao
com solucéo de safranina a 1% e montadas em laminas temporarias com agua (MELO et al.,
2007).

Num total de cinco laminas por genétipo foram observadas e fotografadas em
microscépio 6ptico (Motic BA210, equipado com uma camera Motic Cam 3® 3.0 MP e
software Motic Images Plus 2.0), de cada lamina foi feita imagem de 10 pontos distintos na

face abaxial. Posteriormente 15 fotos de cada gendtipo foram analisadas através do programa
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Anati Quanti (AGUIAR et al.,, 2007), onde fez-se a contagem de numero de células
epidérmicas, numero de estbmatos e aferiu o didmetro polar e didmetro equatorial. Logo as
caracteristicas avaliadas foram: CE (niimero de células epidérmicas por mm?); NE (n(imero de
estdmatos por mm?); DP (diametro polar em pm); DQ (diametro equatorial em pm), e a partir
dessas variaveis foi estimado: DE (densidade estomatica - nimero de estdmatos por unidade
de area foliar); IAE (indice de &rea estomética - DP x DQ); IE (indice estomatico — relacdo
percentual entre 0 NE e somatorio de numero de células epidérmicas com NE) e a FUN
(funcionalidade estomatica — relacdo DP/DQ) conforme Castro et al. (2009).

A altura de planta dos 43 gendtipos foi feita medindo desde a base até o topo com
auxilio de uma trena. Também foi realizada a contagem do numero de nds em ramos
plagiotropicos produtivos e aferido respectivo comprimento, fazendo a divisdo e
determinando a distancia entre nos, estas medicdes foram feitas em seis plantas por
tratamento. Para determinacdo da area foliar coletou-se folhas do terceiro e/ou quarto par
recém-desenvolvidas de ramos plagiotrépicos situados no terco médio das plantas, num total
de 15 folhas por gendtipo. As folhas foram acondicionadas em sacos devidamente
identificados e encaminhadas ao laboratdrio onde foi feita a determinacéo da area foliar (AF)
em cm? por meio do medidor de area foliar Modelo LI-3100.

Realizou-se previamente uma andlise de variancia multivariada (MANOVA) para
detectar diferengas entre os tratamentos. A partir dos componentes de variancia, foram
estimados para cada caracteristica os seguintes parametros: coeficiente de variacdo ambiental
(CVe); coeficiente de variagdo genético (CVy); indice de variagdo (IV) que corresponde a
razdo CVy e CV,, e a herdabilidade (h?). Para o estudo da divergéncia genética procedeu-se
com o teste de Multicolinearidade com as variaveis independentes, sendo estas: CE, NE, DP e
DQ, visto que o valor de NC estava abaixo de 100, considerado como grau de
multicolinearidade fraco (MONTGOMERY e PECK, 1981), seguiu com o estudo.
Estabeleceu como medida de dissimilaridade a matriz de distancia generalizada de
Mahalanobis (D?) e realizou-se o agrupamento dos genétipos pelo método hierarquico
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA). Para estabelecer um
ponto de corte no dendrograma e definir o nimero de grupos foi utilizado o procedimento de
Mojena (1977), baseado no tamanho relativo dos niveis de fusdes (distancias) no
dendrograma.

Todas as caracteristicas estomaticas iniciais foram submetidas a anélise de correlagédo
de Pearson objetivando efetuar as correlacGes lineares simples para as combinagfes, duas a

duas. Realizou-se a andlise por componentes principais em um grafico de dispersédo Biplot
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com todas as caracteristicas estomaticas e outro adicionando as caracteristicas biométricas das
plantas (altura de planta, &rea foliar e distancia entrends). Todas as anélises estatisticas foram

realizadas utilizando o programa R (R Core Team, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao analisar as imagens pelo programa Anati Quanti constatou-se que as folhas dos
cafeeiros avaliados apresentam estdbmatos somente na parte abaxial, ou seja, na parte inferior.
Resultados semelhantes foram constatados por Ramalho et al. (2013) que verificou que as
plantas de café continham estdmatos apenas na superficie abaxial da folha.

Por meio da andlise de variancia constataram-se diferencas significativas pelo teste F
a 1% de probabilidade entre os 43 gendtipos de C. canephora para todas as caracteristicas
anatdmicas aferidas (Tabela 1). Similarmente, César et al. (2010) relatou diferencas no
ndmero de estdbmatos ao avaliar trés cultivares de C. arabica. Este resultado evidéncia a
heterogeneidade na constituicdo genética da populacdo estudada, logo se pode relatar que séo
aptos a serem aderidos em programas de melhoramento, uma vez que a existéncia de
variabilidade genética é ferramenta essencial para realizar tais procedimentos (GUEDES et
al., 2013; DALCOMO et al., 2015; GILES et al., 2018, 2019).
Tabela 1. Resumo da andlise de varincia para caracteristicas anatémicas foliares avaliadas
em 43 gendtipos de Coffea canephora e respectivos parametros genéticos.

QM

- - Média  CVe(%) CVq (% \Y h? (%
Genotipo Residuo edia e (%) ¢ (%) (%)

Variaveis

CE 1169,20** 82,21 102,56 8,84 8,29 0,93 92,96
NE 239,729** 11,37 31,05 10,85 12,55 1,15 95,25
IE 47,14** 4,796 23,24 9,42 7,22 0,76 89,82
DE 21575,6** 1670,83 282,24 14,48 12,89 0,89 92,25
IAE 21322,2** 1336,83 435,16 8,40 8,38 0,99 93,73

DP 24,47** 1,548 25,72 4,83 4,80 0,99 93,67
DQ 8,03** 0,768 16,87 5,19 4,12 0,79 90,43
FUN 0,39** 0,007 1,52 5,68 3,03 0,53 81,05

™ Significativo a 1% pelo teste F; CV.: Coeficiente de variagdo ambiental; CV,: Coeficiente de
variagio genético; IV: indice de variagio (CV4/CVe); h*: Herdabilidade; CE: Células epidérmicas; NE:
NUmero de estdmatos; IE: indice estomatico (%); DE: Densidade estomatica (unid. mm™); IAE: indice
de area estomética (um?); DP: Diametro polar (um); DQ: Diametro equatorial (um); FUN:
Funcionalidade estomatica.

Dentre os parametros genético estimados, o coeficiente de variagdo ambiental (CVe)

e coeficiente de variacdo genético (CVy) apresentaram valores de 4,83 a 14,48% e 3,03 a

12,89%, respectivamente. De acordo com Pimentel Gomes (1985) estes valores séo
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classificados como baixos ¢ médios, pois se considera baixo quando <10%; médio, entre 10 e
20%); alto, entre 20 e 30%; e muito alto, quando superior a 30%.

O CV% constituiu-se numa estimativa do erro experimental em relacdo a média geral
do ensaio. Considera-se que, quanto menor a estimativa do CV% maior serd a precisao do
experimento e, quanto maior a precisdo, maior a qualidade experimental e menores diferengas
entre estimativas de médias serdo significativas, e vice-versa (CARGNELUTTI FILHO e
STORCK, 2009). Logo, os valores obtidos se mantiveram em niveis aceitaveis para a
experimentacdo de campo, indicando boa acuracia e maior precisdo experimental para as
caracteristicas em questdo (FERRAO et al., 2008; FRITSCHE-NETO et al., 2012; COUTO et
al., 2013).

Em especifico o CV, estima o quanto o ambiente influéncia na expressdo das
caracteristicas avaliadas. Os valores encontrados variaram de a 4,83% para DP a 14,48% para
DE, a variavel NE também apresentou valor acima de 10, as demais se concentram na faixa
de baixo erro experimental com valores menores que 10%. Ja o CV, quantifica a influéncia
dos componentes genéticos para cada caracteristica, este variou de 3,03% para a Fun a
12,89% para DE, mas a maioria se manteve <10%, exceto para NE (12,55%). De acordo com
Ferrdo et al. (2008) o coeficiente de variagdo genético é um parametro importante que permite
inferir sobre a magnitude da variabilidade presente na populacéo, possibilitando comparar 0s
niveis de variabilidade genética presente em diferentes genétipos, ambientes e caracteres.
Quanto maior o seu valor, mais heterogéneos sdo os gendtipos avaliados (RODRIGUES et al.,
2012; VALADARES et al., 2017).

Os valores de indice de variagdo (CV4/CV,) alteram de 0,53 para FUN a 1,15 para
NE, entretanto, a maioria ficou préximo de 1 e pode ser considerado como um importante
parametro a ser utilizado na selecdo de genotipos superiores, uma vez que Ferrdo et al. (2008)
obtiveram parametros com valores de IV na faixa de 0,70 a 2,00 e os definiu como Uteis para
programas de melhoramento. Em suma, este é um importante indicador das possibilidades de
sucesso na obtencdo de ganhos genéticos por meio de selecdo, sendo favoravel quando os
valores sdo maiores que a unidade, o que confirma que a variacdo genética supera a
ambiental. Assim, CVy/CV, permite identificar os caracteres cuja variagdo se deve mais a
causas genéticas do que ambientais. Segundo Vencovsky (1978), valores de b iguais ou acima
da unidade significam populacGes favoraveis para o0 melhoramento genético.

Os valores de herdabilidade (h?) foram altos e satisfatérios, entre 81,05 e 95,25%,
sendo que seis das oito caracteristicas avaliadas apresentaram estimagdes acima dos 90%.

Valores de h2 elevados significam maiores chances de ganhos genéticos nos procedimentos de
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selecdo, além de auxiliar na escolha do método mais adequado a ser utilizado (RUFINO et al.,
2010; RODRIGUES et al., 2012), logo recomenda-se que trabalhe com valores acima de 80%
para obter sucesso nos resultados. A herdabilidade elevada esta associada com uma maior
variancia genética aditiva, menor variacdo ambiental e menor interacdo gendtipo ambiente
(FEHR, 1987; CARIAS et al., 2014).

O agrupamento dos genoétipos foi realizado pelo método hierarquico UPGMA,
utilizando como medida de dissimilaridade genética a distancia generalizada de Mahalanobis
(D?), adotando o critério de que a média das medidas da divergéncia genética dentro de cada
grupo deve ser menor que as distancias médias entre quaisquer grupos (CRUZ et al., 2004).
Para efetuar este método utilizou somente as variaveis CE, NE, DP e DQ, descartando as
variaveis altamente correlacionadas, pois caracteres redundantes, por estarem correlacionados
a outros sdo dispensaveis em estudos de divergéncia genética (JOLLIFFE, 1972; 1973).
Devem ser conservados na analise apenas 0s caracteres que representam a estrutura
fundamental do sistema biologico estudado, desde que suficientemente diversos para
representar, no minimo, as dimensdes mais importantes.

Houve a formacdo de seis grupos pelo método aglomerativo UPGMA quanto as
carateristicas anatdbmicas, com corte realizado a 50% segundo Mojema (1977) (Figura 1).
Estudo de Batista et al. (2010) evidenciou diferengas entre 15 cultivares de C. arabica para as
caracteristicas anatbmicas. Estudos de Guedes et al. (2013), com 12 acessos do Germoplasma
Maragogipe encontrou 7 grupos distintos através do método UPGMA. Ja Ivoglo et al. (2008)
obtive 9 grupos distintos quando avaliou 21 progénies de meio-irmaos de C. canephora. Giles
et al. (2019) avaliando as caracteristicas morfo-anatdbmicas de 34 genétipos de C.canephora
obteve a formacéo de 7 grupos com corte a 33%.
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Coffea canephora, obtido pelo método de agrupamento UPGMA, utilizando a distancia
generalizada de Mahalanobis (D?) e ponto de corte a 50%, considerando quatro caracteristicas
anatomicas foliares (CE, NE, DP e DQ).

Para melhor visualizacdo e discussdo das possiveis diferencas que levaram a
formacdo dos grupos pelo método de agrupamento UPGMA, foi calculado o valor médio por
grupo das caracteristicas: numero de células epidérmicas (CE), nimero de estdbmatos (NE),
diametro polar (DP) e diametro equatorial (DQ) (Tabela 2).

Tabela 2. Médias das caracteristicas anatdmicas foliares de Coffea canephora por grupo
formado pelo método UPGMA.

Cél. Epidérmicas N° estdmatos Diam. Polar ~ Diam. Equatorial
Grupos 7
mm pm
1 86,03 26,63 27,94 16,84
2 99,46 28,89 26,09 17,22
3 106,30 29,96 23,92 15,90
4 97,00 34,73 28,02 17,75
5 104,68 35,01 25,39 16,45
6 117,78 38,46 25,14 16,74

Os parametros morfologicos dos estdmatos, como tamanho, forma, frequéncia e
distribuicdo sdo especificos de cada espécie, mas mudam imensamente entre os diferentes

gendtipos de um mesmo ambiente, evidenciando a capacidade que as plantas possuem de se
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ajustar em detrimento as pressdes ambientais (CESAR et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014;
OLIVEIRA e MIGLIORANZA, 2014; OLIVEIRA, MIGLIORANZA e ALMEIDA, 2016).

O primeiro grupo foi composto apenas pelos genotipos 10 e 37. Estes se diferenciam
dos demais por apresentarem reduzido nimero de células epidérmicas e estdmatos, porém,
possuem o segundo maior didmetro polar. Ou seja, contém menor nimero de estdmatos por
area, mas com tamanho grande e forma eliptica. A relagcdo entre os DP e DQ se constitui
como um bom indicativo do formato dos estdbmatos, visto que quanto maior esta relacédo, a
forma estomatica ¢ mais elipsoide, conferindo maior funcionalidade, e quanto menor esta
relacdo, o estbmato é menos elipsdide/mais esférico, diminuindo sua funcionalidade (GRISI et
al., 2008; CASTRO et al., 2009; BATISTA et al., 2010; BALIZA et al., 2012). Os estbmatos
mais elipticos permitem uma menor transpiracdo da folha, aumentando a funcionalidade deste
(BATISTA et al., 2010).

O segundo grupo se caracteriza como o maior, abrangendo 22 genotipos, ou seja,
51,1% do total de material de estudo, sendo estes: 31, 41, 36, 15, 35, 38, 7, 18, 12, 16, 32, 33,
39, 29, 23, 9, 43, 13, 17, 22, 27 e 28. De modo geral, apresentam valores médios de 99,46
células epidérmicas, 28,89 estbmatos, 26,09 um de diametro polar e 16,84 um de didmetro
equatorial, bem parecidos a constitui¢do do primeiro grupo.

O terceiro grupo foi formado por sete gendtipos, sendo estes 5, 20, 2, 4, 42, 3 e 34.
As caracteristicas que mais os distinguem dos demais é que possuem o menor didmetro polar
e equatorial, ou seja, 0s estdbmatos de menor tamanho. A reducdo no tamanho dos estdmatos é
um evento reconhecidamente importante na regulacdo das trocas gasosa, uma vez que folhas
com estdmatos menores tendem a apresentam maior eficiéncia de uso da &gua e a diferenga no
tamanho da abertura estomatica exibe maior efeito sobre a difusdo de agua do que sobre a
difusdo de CO, (GRISI et al., 2008; OLIVEIRA e MIGLIORANZA, 2013; MELO et al.,
2017).

O quarto grupo contém apenas 0s gendtipo 14 e 24 que apresentam a maior média de
didmetro polar e didmetro equatorial e o terceiro maior nimero de estdmatos, ou seja, sdo
detentores dos maiores estdbmatos. Em certas condi¢cdes ambientais estbmatos muito grandes
nem sempre sdo favoraveis, uma vez que no processo de abertura pode ocorrer maior taxa de
transpiragédo, logo em condicdes de déficit hidrico se caracteriza como um fator limitante caso
a planta ndo tenha a capacidade de ajustar (QUEIROZ-VOLTAN et al., 2015). Variacfes no
comportamento estoméatico, nomeadamente o seu tamanho, ocorrem em funcdo do ambiente,
da constituicdo genética da espécie e frequentemente em plantas submetidas a diferentes
estresses (OLIVEIRA e MIGLIORANZA, 2014; 2016).
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O quinto grupo é formado pelos genotipos 40, 11, 1, 8, 30 que trazem em sua
constituicdo namero elevado de células epidérmicas e estdbmatos, assim como o0 sexto grupo
composto pelos genotipos 6, 19, 25, 21 e 26 que apresentam o0s maiores valores de células
epidérmicas e estdmatos, e ainda detém o menor diametro polar. Vale relatar que os genotipos
que compde estes grupos apresentam altos valores de densidade estomatica, com média de
352 estdbmatos por mmz2, em funcdo do elevado nimero de células epidérmicas e estdmatos,
fato que deve ser levado em consideracdo diante da importancia desse parametro para
eficiéncia no processo fotossintético da planta.

O aumento na densidade estomédtica pode estar relacionado com uma maior
habilidade em captar o0 CO, da atmosfera, melhorando a eficiéncia fotossintética (CASTRO et
al., 2009; BATISTA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2014), pois, maior densidade pode
condicionar abertura estomatica em um espaco de tempo mais curto, com uma captacdo
adequada de CO,, reduzindo o tempo em que 0s estdmatos ficam abertos, diminuindo assim a
transpiracdo, conferindo uma melhor adaptacdo das plantas as condi¢bes de escassa
disponibilidade de &gua (OLIVEIRA e MIGLIORANZA, 2013; 2014). A densidade
estomatica é um importante parametro ecofisiologico que afeta diretamente as trocas gasosas
e a fotossintese (CAMARGO e MARENCO, 2011). Normalmente genétipos com resisténcia
a estresse hidrico possuem maior densidade estomética (GRISI et al., 2008; BATISTA et al.,
2010; QUEIROZ-VOLTAN et al., 2015; GAMA et al., 2017).

Diante desses resultados € perceptivel a diversidade genética dos 43 genotipos
estudados, por exemplo, o primeiro e 0 sexto grupo apresentam grandes diferencas em
namero de células epidérmicas, numero de estbmatos, didametro polar e equatorial. Desse
modo, esses genotipos reunidos em grupos mais distantes, exibiram maior dissimilaridade
entre si, podem ser considerados como promissores em futuros cruzamentos artificiais. Vale
acrescentar que para confirmar e assegurar as possiveis comparagfes feitas entre as
caracteristicas € necessario a realizacdo de um trabalho mais aprofundado, com avalia¢fes de
trocas gasosas por exemplo.

As oito variaveis estomaticas foram correlacionadas, observou valores positivos e
negativos, com distintos niveis de significancia (Figura 2). O estudo da correlacéo fornece a
informacdo de que tragos fortes sdo geneticamente associados uns aos outros (BIKILA e
SAKIYAMA, 2017).
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Figura 2: Correlacdo entre oito caracteristicas anatémicas foliares (CE: Células epidérmicas;
NE: Ndmero de estdmatos; DP: Didmetro polar; DQ: Diametro equatorial; IAE: indice de
area estomatica; Fun: Funcionalidade; IE: indice estomético; DE: Densidade estomatica) de
43 gendtipos de Coffea canephora. (*, ** e *** correspondem a significancia de p<.05, p<.01
e p<.001, respetivamente).

No total foram estimadas 28 correlagdes, destas 42% foram classificadas como “bem
fracas”, que variam de 0,00 a 0,19 de acordo com classificacdo de Devore (2006). Embora
tenha expressado valores baixos, foram significativas, representadas pela NE x DQ (-
0,13***), NE x IAE (-0,18***), DP x IE (0,13**), DP x DE (-0,19***), DQ x DE (-0,12**),
IAE x IE (0,09%), Fun X IE (0,10*). Algumas correlacGes foram negativas, isso significa que
o0 incremento de uma variavel pode diminuir a expressao da outra ou a diminui¢do de uma
variavel ocasiona o aumento da outra (CABRAL et al., 2016). Assim, o nimero de estdbmatos
interfere no didmetro equatorial e no indice de area estomatico; jA o diametro polar e
equatorial interfere na densidade estomatica; e o indice de éarea estomatica afeta a
funcionalidade. As correlagcfes positivas expdem que o aumento do didmetro polar, indice de
area especifica e funcionalidade incrementam o indice estomatico.

As correlagdes classificadas na modalidade “fraca”, que compreende os valores entre

0,20 a 0,39 (Devore, 2006), abrangeram 14,28% do total, sendo estas: CE x DQ (-0,23***),
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CE x IAE (-0,37***), CE x Fun (-0,22***) e CE x IE (-0,31***). Interessante observar que
todas as correlagcBes foram negativas e envolvem o numero de células epidérmicas, logo,
maior numero de células epidérmicas pode afetar o didmetro equatorial, indice de area
especifica, a funcionalidade e o indice estomatico.

Correlagdes positivas e negativas classificadas como “moderada” (0,40 a 0,69
Devore, 2006) correspondeu a 25% do total, sendo estas: CE x NE (0,44***), CE x DP (-
0,43***), CE x DE (0,40***), DP x Fun (0,48***), DQ x Fun (-0,45***), IE x DE (0,61***).
Logo, células epidérmicas tém correlacdo positiva com NE e DE, e negativa com DP, ja o IE
correlaciona positivamente com DE. A funcionalidade tem correlagdo positiva e negativa com
DP e DQ, respectivamente, este comportamento ocorre, pois esta variavel é determinada pela
relacdo DP/DQ. Correlacdo negativa entre DQ e Fun também foram observadas por Oliveira e
Miglioranza (2013) em folhas de mandioca.

CorrelacOes fortes e positivas dispostas na faixa de 0,70 a 0,89 (Devore, 2006),
corresponderam a 14,28% do total, especificamente NE x IE (0,71***), NE x DE (0,87***),
DP x IAE (0,89***) e DQ x IAE (0,88***), variando de 0,71 a 0,89. Estes resultados séo
consistentes e confidveis, pois o indice estomatico e a densidade estomatica sdo estimados a
partir do numero de estdmatos.

A fim de complementar os resultados das correlacfes entre as varidveis anatdmicas
foliares, procedeu-se com a anélise por componentes principais em graficos Biplot (Figura 3).
Analise de componentes principais mostrou que os dois primeiros componentes PC1 e PC2
explicaram 75,7% da variacdo total (Figura 3). Cruz et al. (2011) relatam que o ideal é que 0s
dois primeiros componentes principais concentrem a maior quantidade de variancia dos dados
para que haja divergéncia entre grupos de gendtipos. No Biplot, as variaveis sao representadas
por vetores e 0s genotipos por numeros. Quanto maior o vetor, maior a influéncia da variavel
no agrupamento, e quanto menor o angulo entre os vetores, maior a correlacdo entre as
variaveis.

Com base na projecdo dos gendtipos no plano cartesiano definido pelos dois
componentes principais, Vverifica-se dispersdo dos mesmos, indicando consideravel
divergéncia quanto as caracteristicas avaliadas. Observando o PC1, nota-se que 0s genotipos
13 e 19 apresentaram maiores distancia. Tal comportamento ocorre certamente, pois 0
gendtipo 19 contém numero de estdmatos elevado (39,13), menor didametro polar e equatorial,
23,5 e 15,4 um, respectivamente. O geno6tipo 13 apresenta menor nimero de estdmatos (24,8),

maior diametro polar (27,8 um) e maior diametro equatorial (18,21 um).
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Figura 3: Analise por componentes principais para as oito varidveis anatémicas foliares de 43
genotipos de Coffea canephora. (CE: Células epidérmicas; NE: NUmero de estbmatos; DP:
Diametro polar; DQ: Diametro equatorial; IAE: indice de &rea estomatica; Fun:
Funcionalidade; IE: indice estomatico; DE: Densidade estomatica).

No PC2 maior distancia é vista entre os genoétipos trés e 14. O primeiro tras menor
diametro polar (23,66 um), ja o gendtipo 14 apresenta elevado nimero de estématos (37,4),
maior didmetro polar (28 um) e equatorial (18,25 um). Logo, demais genotipos que se
encontram préximo aos referidos devem apresentar caracteristicas similares.

Observa-se a concentracao de células epidérmicas (CE), densidade estomatica (DE),
namero de estdmatos (NE) e indice estomético (IE) em PC1 negativo e PC2 positivo. Logo,
fica claro que DE e NE possuem alto grau de relacdo, devido a proximidade no
posicionamento entre elas, ja CE e IE se mantém mais distante quase formando angulo de
90°, evidenciando menor grau de correlagcdo. No PC1 e PC2 positivos encontram-se dispostas
a funcionalidade, didmetro polar, didametro equatorial e indice de area estomatico, nota-se que
as ultimas trés se posicionam muito proximas, evidenciando a grande relacdo existente entre
estas, uma vez que as estimativas de Fun e IAE sdo feitas a partir das medidas lineares dos
estomatos.

Além das oito variaveis anatémicas foliares, num segundo grafico Biplot foram

acrescentadas mais trés variaveis biométricas da planta, sendo estas: altura de planta (Alt),
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distancia entrenos (DistEntrend) e area foliar (AF), com intuito de observar se ha alguma

relacdo entre as caracteristicas anatbmicas e biométricas da planta (Figura 4).
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Figura 4. Analise por componentes principais com oito variaveis anatdmicas foliares e trés
caracteristicas biométricas da planta de 43 gendtipos de Coffea canephora. (CE: Células
epidérmicas; NE: Numero de estdmatos; DP: Diametro polar; DQ: Diametro equatorial; IAE:
indice de éarea estomatica; Fun: Funcionalidade; IE: indice estomatico; DE: Densidade
estomaética; Alt: altura de planta; DistEntrend: distancia entrends e AF: area foliar).

Analise de componentes principais mostrou que os dois componentes PC1 e PC2
explicaram 57,31% da variacdo total (Figura 4). Ao acrescentar as variaveis biométricas da
planta nota-se que ha correlacdo com as variaveis anatdmicas e se encaixam no quadrante que
corresponde ao PC1 negativo e PC2 negativo juntamente com DE, NE e IE. A érea foliar
ficou muito préxima ao nimero de células epidérmicas; distancia entren0s se manteve junto
com densidade estomaética e nimero de estdbmatos; altura de planta situou-se entre indice
estomatico, numero de estomatos e densidade estomatica.

Camargo e Marenco (2011) observaram relagdo positiva entre aumento de densidade
estomatica com o aumento de altura arbdrea, quando examinou caracteristicas anatémicas de
35 espécies de arvores na AmazoOnia Central. Entretanto, ressaltaram que a equagdo de
regressdo poderia explicar apenas 14% da variancia na densidade estomatica, logo ha outros

fatores que agem na determinacao da densidade estomatica.
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Diante dos resultados obtidos com essa pesquisa reforcamos que a diversidade
genética € um pré-requisito para o melhoramento de culturas agricolas. Contudo, o
uso/exploracdo adequada da diversidade genética dentre as colecbes de materiais disponiveis
necessita de um bom conhecimento prévio de suas caracteristicas. Além disso, caracterizacdo
da diversidade regional de uma cultura é importante para a compreensao e dire¢do da selecdo
e a melhoria especifica do local requerido. A caracterizacdo de acessos é tradicionalmente
realizada com base em caracteristicas morfologicas e agronémicas, logo o presente estudo

demonstrou potencial, atingindo os objetivos propostos.

CONCLUSOES
Existe variabilidade genética entre os 43 genotipos de C. canephora;
O método de agrupamento UPGMA distinguiu 0s materiais em seis grupos;
Os gendtipos 10 e 37 apresentam maior dissimilaridade em comparacdo aos demais;
As caracteristicas estomaticas possuem diferentes graus de correlacdo entre si, sendo
0s maiores entre NE x IE e DE; DP e DQ x IAE;
Altura de planta, area foliar e distancia entren6s podem se correlacionar com

caracteristicas estomaticas.
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CAPITULO 2

DIVERSIDADE GENETICA DE GENOTIPOS DE Coffea canephora POR
CARACTERES AGRONOMICOS

RESUMO: A polinizacdo cruzada e autoincompatibilidade gametofitica da espécie Coffea
canephora ocasiona a origem de diferentes genotipos, assim o estudo das caracteristicas
biométricas torna-se essencial, pois auxiliam na selecdo de materiais promissores. Sendo
assim, este trabalho tem como objetivo estudar a divergéncia genética de 43 genotipos de
cafeeiro conilon a partir de caracterizacdo biométrica das plantas e dimensdes foliares. Logo,
foram estimados: comprimento de ramo plagiotropico, numero de ndés em ramos
plagiotrépico, distancia entre nés plagiotropico, comprimento de ramo ortotrépico, himero de
nds em ramos ortotropico, distancia entre nds ortotropico, altura de planta, diametro de copa,
comprimento de folha, largura de folha e area foliar em duas avaliacGes. Os dados foram
submetidos a analise multivariada e agrupadas pelo método otimizacdo de Tocher e pelo
método hierarquico UPGMA, em seguida foram submetidas a analise de correlacdo linear de
Pearson e componentes principais. Constatou diferenca significativa entre os genotipos, os 43
gendtipos foram separados em seis grupos pelo método de otimizacdo de Tocher e cinco
grupos pelo método UPGMA, evidenciando a variabilidade genética presente entre 0s
materiais. A correlacdo de Pearson apresentou valores desde bem fracos a muito fortes,
positivos e negativos entre as caracteristicas, comprovados pela analise de componentes
principais. Logo, estes resultados ressaltam a importancia e necessidade de considerar
avaliacBes biométricas na identificacdo e selecdo de gendtipos para compor novas cultivares

de café conilon.

PALAVRAS-CHAVE: café conilon, biometria, analise multivariada, agrupamento, selecao.

GENETIC DIVERSITY OF Coffee canephora GENOTYPES BY AGRONOMIC
CHARACTERS

ABSTRACT: Cross-pollination and gametophytic self-incompatibility of the Coffea
canephora species causes the origin of the different genotypes, as well as the study of the
biometric characteristics becomes essential, since they help in the selection of promising

materials. Thus, this work aims to study a genetic divergence of 43 conilon coffee genotypes
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from a biological characterization of plants and foliar forms. Therefore, we estimated: length
of plagiotropic branch, number of nodes in plagiotropic branches, distance between
plagiotropic nodes, length of orthotropic branch, number of nodes in orthotropic branches,
orthotropic distance between nodes, plant height, crown diameter, leaf length , leaf width and
leaf area in two evaluations. The data were analyzed by multivariate analysis and grouped by
the filter optimization method and by the UPGMA hierarchical method, being found in
Pearson's linear linear analysis and main components. A significant difference was found
between the genotypes, and the genetic groups were separated into six groups by the group
and group optimization method using the UPGMA method, evidencing a genetic variability
present among the materials. Pearson's correlation began to have a number of positive,
positive and negative results among the demonstrations, and was proved by principal
component analysis. Therefore, the performance of the companies resuscitated the ability to
obtain biometric data in the identification and selection of genotypes to compose new conilon
coffee cultivars.

KEY WORDS: conilon coffee, biometrics, multivariate analysis, clustering, selection.

INTRODUCAO

O Brasil se destaca como o maior produtor mundial de café, sendo a producéao
dividida entre café arabica (Coffea arabica L.) e café Conilon (Coffea canephora Pierre ex A.
Froehner) (CONAB, 2018). Dentre as commodities o café é superado apenas pelo petréleo, ou
seja, € um dos produtos primarios mais valiosos comercializados no mundo, negociado nas
principais bolsas de valores, como de Londres e Nova York. Consagra-se como importante
fonte de renda para diversos paises em desenvolvimento, gerando empregos para milhdes de
pessoas (BRINATE et al., 2015ab).

O melhoramento genético tem contribuido substancialmente para o desenvolvimento
da cafeicultura com perceptiveis avangos alcancados nas ultimas décadas (DALCOMO et al.,
2015; LIMA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2017). Contudo, sempre ha demanda de novas
cultivares detentoras de caracteristicas agrondmicas desejadas e com bom desempenho nos
mais diversos ambientes. Cultivares produtivas e com atributos adaptados aos varios sistemas
de cultivo estd entre os principais componentes de competitividade e sustentabilidade da
cafeicultura (CARVALHO et al., 2016).

O conhecimento de caracteristicas morfoldgicas e biométricas sdo muito Uteis no
processo de selecdo de cafeeiros (FREITAS et al., 2007; CARVALHO et al.,, 2010;
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NOGUEIRA et al., 2012), por exemplo, altura de plantas, comprimento do ramo
plagiotrépico, numero de nds e vigor vegetativo sdo considerados um dos principais
caracteres morfoldgicos responsaveis pela variacdo na producdo de grdos (CARVALHO et
al., 2010; TEIXEIRA et al,, 2012; ASSIS et al., 2014; PEREIRA et al., 2016). Alem disso, as
caracteristicas foliares devem ser consideradas nos processos de selecéo, pois sdo importantes
na avaliagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas, permitindo aferir alguns
parametros fisiologicos, tais como intensidade de transpiracdo e taxa assimilatoria liquida
(FASCELLA et al., 2013; SCHMIDT et al., 2014), logo, tais conhecimentos possibilitam
obter informacdes precoces que normalmente estdo correlacionadas com o rendimento da
cultura (BRINATE et al., 2015).

Devido a espécie C. canephora ser tipicamente alégama, dipldide e portar
autoincompatibilidade genética do tipo gametofitica (CONAGIN e MENDES, 1961; TRAN et
al., 2017; MORAES et al., 2018), a reproducdo natural resulta em uma populagédo altamente
diversa quanto a arquitetura, formato e tamanho de gréos e folhas, época e uniformidade de
maturacdo dos frutos, suscetibilidade a pragas e doencas, tolerancia a condicGes estressantes,
entre outros. Logo, plantas com essas caracteristicas ndo sdo viaveis para compor uma lavoura
comercial, havendo a necessidade da atuacdo de melhoristas em busca/selecdo de materiais
mais homogéneos.

Por métodos convencionais o melhoramento genético do cafeeiro demanda mais de
30 anos para obter uma nova cultivar com caracteristicas agronémicas geneticamente estaveis
e com aptiddao comercial. Porém, o método de propagacédo clonal requer cerca 1/3 do tempo
apenas, permitindo a exploracdo da heterose de hibridos e a multiplicacdo de gendtipos elite
com caracteristicas de interesse ainda em segregacao, que dificilmente seriam agrupadas em
uma cultivar propagada sexuadamente (CARVALHO et al., 2011). As plantas clonadas séo
idénticas a planta-méde, garantindo a homogeneidade no desenvolvimento, maior
produtividade e melhor qualidade do café, além de permitir a selecéo de variedades com ciclo
de maturacdo distinto (BRAGANCA et al., 2001; CARVALHO et al., 2011; COVRE et
al.,2013; PARTELLI et al., 2014; RAMALHO et al., 2016).

Apos as avaliagOes e o teste de compatibilidade genética, os clones selecionados sdo
agrupados de acordo com os objetivos da pesquisa para a formacdo de uma nova variedade
clonal, para serem mantidos no Banco Ativo de Germoplasma e, ou, para demais programas
de melhoramento. Logo, varios métodos preditivos podem ser utilizados no estudo da
divergéncia genética, entre eles: a analise multivariada, por meio das medidas de

dissimilaridade envolvendo a distancia euclidiana e a distancia generalizada de Mahalanobis
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(D2); métodos de agrupamentos envolvendo os métodos hierarquicos, como ligagdo média
entre grupo (UPGMA) e 0 método de otimizacdo de Tocher; e técnicas de dispersdo grafica
envolvendo analise por componentes principais e por variaveis candnicas (CRUZ et al.,
2012).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo avaliar a diversidade genética de
uma populagdo formada por 43 genotipos de C. canephora atraves de caracteristica

morfologicas das folhas e biométricas das plantas.

MATERIAL E METODOS

O ensaio esta sendo conduzido em uma lavoura composta por 43 gendtipos de C.
canephora, sendo a maioria selecionada por cafeicultores da regido, ou seja, sdo inéditos em
pesquisa cientifica. O plantio ocorreu em abril de 2014 no municipio de Nova Venécia, regido
norte do Estado do Espirito Santo, Brasil, em uma propriedade particular localizada a uma
latitude 18°66'23" sul e longitude 40°43'07" oeste, altitude de 50 metros, temperatura média
anual é de 23 °C. A regido possui clima tropical, caracterizado pelo verdo quente e umido, e
inverno seco, classificado como Aw de acordo com Kdppen (ALVARES et al., 2013).

Os genodtipos estdo dispostos em um delineamento experimental de blocos ao acaso,
com trés repeticdes, sendo os tratamentos constituidos pelos diferentes gendtipos, e cada
unidade experimental contém sete plantas. O plantio foi realizado no espacamento de 3
metros entre linhas e 1 metro entre plantas, o que equivale a 3333 plantas por hectare. Dos 43
gendtipos implantados 42 sdo propagados por estaquia e um por semente, as quais Sdo
conduzidas com quatro hastes por planta e toda area experimental possui irrigacdo por sistema
de gotejamento.

Para determinacdo da area foliar coletou-se folhas do terceiro e/ou quarto par recém-
desenvolvidas, de ramos plagiotrépicos situados no terco médio das plantas, num total de 20
folhas por gendtipo. As folhas foram acondicionadas em sacos devidamente identificados e
encaminhadas ao laboratério. Em seguida, realizou-se a mensuragdo com auxilio de régua
graduada, aferindo o comprimento da nervura central e a maxima largura do limbo foliar
(PARTELLI et al., 2006). Posteriormente, foi feita a determinagéo da area foliar real (AF) por
meio do medidor de area foliar Modelo LI-3100, Li-cor, Lincoln, NE, USA. Essas avaliacfes
foram realizadas em duas épocas distintas, sendo a “época 1” em outubro de 2016 e “época 2”
em fevereiro de 2017.

As andlises biométricas dos 43 genotipos contaram com afericdo da altura das

plantas (medido da base até o apice da copa em cm); didmetro da copa (medido de uma
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extremidade a outra da copa em cm); comprimento de ramo plagiotrépico produtivo (medido
da insercdo no ramo ortotrépico ao apice em cm); comprimento de ramo ortotropico (medido
a partir da insercdo do ramo plagiotropico avaliado até o apice em cm); contagem do nimero
de entrends por ramo plagiotropico (contagem manual); e comprimento médio de entrends
(estimado atraves da divisdo do comprimento de ramo plagiotropico pelo numero de nés em
cm). As mensuragdes foram feitas com auxilio de uma fita métrica acoplada a uma régua de
madeira. Na escolha do ramo plagiotropico a ser avaliado optou-se por ramos em fase de
producdo situado no tercgo inferior do ramo ortotrépico.

No total foram estimadas 14 caracteristicas, sendo estas: comprimento de ramo
plagiotrépico (CRP), nimero de nés em ramos plagiotrépico (NNP), distancia entre nés de
ramos plagiotropico (DEP), comprimento de ramo ortotropico (CRO), nimero de nés em
ramos ortotropico (NNO), distancia entre nés de ramos ortotropico (DEO), altura de planta
(Alt), didmetro de copa (Diam), comprimento de folha tempo 1 (CFT1), largura de folha
tempo 1 (LFT1), area foliar tempo 1 (AFRT1), comprimento de folha tempo 2 (CFT2),
largura de folha tempo 2 (LFT2), area foliar tempo 2 (AFRT2).

Inicialmente foi avaliado o grau de multicolinearidade da matriz de correlacdo das
médias X’X (MONTGOMERY e PECK, 1981), para detectar as varidveis que contribuiram
para o surgimento da multicolinearidade, efetuou-se a anélise dos autovalores e autovetores.
Valores de NC<100 sdo classificados com multicolinearidade fraca; 100<NC<1.000 a
multicolinearidade ¢ de moderada a forte, e, quando NC>1.000, multicolinearidade severa
(TEIXEIRA et al., 2012). Logo, visto que o valor de NC estava acima do aceitavel, optou-se
pela retirada de algumas variaveis por meio de componentes principais, eliminando o
componente de maior peso do alto vetor de menor vetor. Ao atingir o valor de NC abaixo de
100, prosseguiu com as demais analises.

Realizou-se analise multivariada (MANOVA) a partir dos componentes de variancia,
onde foram estimados para cada caracteristica 0s seguintes parametros: coeficiente de
variacdo ambiental (CV.); coeficiente de variagdo genético (CVy); indice de variagdo (1V),
que corresponde a razdo entre CVy e CV, e a herdabilidade (h?). Como medida de
dissimilaridade adotou a matriz de distancia generalizada de Mahalanobis (D% e o
agrupamento dos genotipos foi realizado pelo método otimizacdo de Tocher e pelo método
hierarquico Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Averages (UPGMA).

Posteriormente, todas as 14 variaveis foram submetidas a anélise de correlacdo de

Pearson. Ainda foi feito analise por componentes principais em grafico de dispersdo do tipo
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Biplot. As anélises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa R (R Core Team,
2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de multicolinearidade mostrou que o valor de NC estava acima do aceitavel,
logo foi necessario realizar a retirada de varidveis. Primeiramente eliminou-se o comprimento
de ramos plagiotrépicos resultando em NC de 1405, em seguida retirou a area foliar do T1
baixando para 841,67, com a retirada de distancia entre nés de ramo ortotrépico o NC ficou
em 445 e com a saida da area foliar do tempo 2 NC foi de 71, atingindo um valor aceitavel.
Posteriormente, avangou com andlise de variancia e métodos de agrupamento com as 10
variaveis restantes.

Por meio da analise de variancia constatou-se diferenca entre os gendtipos estudados
para todas as caracteristicas avaliadas ao nivel de 1% de significancia (Tabela 1),
evidenciando a existéncia de variabilidade genética entre a populagdo quanto as caracteristicas
avaliadas. Estes resultados mostram-se promissores, pois se caracteriza como uma condicéo
basica para a obtencdo de ganhos com a selecdo (RODRIGUES et al., 2012; CARIAS et al.,
2016).
Tabela 1. Resumo da andlise de variéncia para caracteristicas biométricas e foliares de 43

genotipos de C. canephora e respectivos parametros genéticos e ambientais.

o QM - CV, CV, h,
Variaveis Genbtipo Residuo Média (%) v (%)

NNP 11,55** 2,94 15,45 11,09 7,75 0,69 74,54
DEP 0,90** 0,086 3,80 7,74 9,71 1,25 90,41
CRO 250,67** 44,45 71,63 9,31 8,18 0,87 82,22
NNO 29,95** 3,84 19,85 9,87 10,50 1,06 87,16

Alt 534,41** 90,52 149,72 6,35 5,74 0,90 83,06
Diam 1438,53** 258,98 162,14 9,92 8,65 0,87 82,09
CFT1 28,08** 0,74 13,39 6,43 10,07 1,56 97,35
LFT1 6,50** 0,18 5,32 8,16 12,18 1,49 97,06
CFT2 23,68** 1,17 14,55 7,44 8,41 1,29 95,03
LFT2 9,30** 0,31 6,25 8,99 12,37 1,37 96,59

™ Significativo a 1% pelo teste F; CV,: Coeficiente de variacdo ambiental; CVy: Coeficiente
de variagio genético; IV: indice de variagdo (CV/CVe); h% Herdabilidade; NNP: nimero de
nos em ramos plagiotropico; DEP: distancia entre nos plagiotropico; CRO: comprimento de
ramo ortotropico; NNO: nimero de nés em ramos ortotropico; Alt: altura de planta; Diam:
didametro de copa, CFT1: comprimento de folha tempo 1, LFT1: largura de folha tempo 1;
CFT2: comprimento de folha tempo 2, LFT2: largura de folha tempo 2.
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Dentre os parametros genético estimados, o coeficiente de variacdo ambiental (CVe)
e coeficiente de variagdo genético (CV,) apresentaram valores na magnitude de 6,43 a 11,09%
e 7,75 a 12,37%, respectivamente. Pimentel Gomes (1985) os classificam como baixos e
médios, pois se considera baixo quando <10%; médio, entre 10 e 20%; alto, entre 20 e 30%); e
muito alto, quando superior a 30%. A partir das estimativas do coeficiente de variagdo
residual (CVe), pode-se inferir que os valores apresentados indicam alta acuracia e precisdo
experimental para as caracteristicas em estudo. A presenca de variabilidade genética €
confirmada e quantificada através do coeficiente de variacdo genético, que expressa a
intensidade da variacdo genética em relacdo a média do carater (RESENDE, 1991). Os
coeficientes de variagdo genético acima de 7% sdo considerados altos por Sebbenn et al.
(1998). Assim, apenas altura de planta apresenta CVy baixo, com valor de 5,74%, os demais
estdo de acordo com a classificacdo proposta e devem ser considerados como critério para
selecdo de genotipos superiores.

O indice de variagdo que é dado pela relagéo de CVy e CVe, variou de 0,69 a 1,56. A
razdo entre o coeficiente de variancia genético (CVy) e 0 ambiental (CV,) exibe a parte da
variancia total que € explicada pelo gendtipo (VASCONCELOS et al., 2012). Quando o
quociente estimado for maior ou igual a 1, a variacdo genética disponivel ¢ a maior
responsavel pela variacdo estimada dos dados experimentais (LEITE et al., 2016). Ferrdo et
al. (2008) encontraram valores de CV¢/CV, com magnitudes entre 0,70 e 2 na maioria dos
caracteres estudados, e os considerou adequados como indicador da maior importancia dos
efeitos genéticos sobre o ambiental no melhoramento.

A herdabilidade foi satisfatoria para todas as variaveis, tendo como menor valor
74,54% e maior 97,06%. De forma semelhante Dalcomo et al. (2015) obteve herdabilidades
na magnitude de 67,12 a 93,21% para maioria das variaveis avaliadas em 22 genotipos de
café. A herdabilidade no estudo genético do carater tem seu papel preditivo, expressando a
confiabilidade com que o valor fenotipico representa o valor genético (FERRAO et al., 2008;
SILVA et al., 2015; DALCOMO et al., 2015; CARIAS et al., 2016). Altas estimativas deste
parametro indicam a possibilidade de selecionar gen6tipos superiores com maior seguranca
(OLIVEIRA et al., 2015), isto é refor¢ado juntamente com altos valores de CVj e relagéo
CVg/CVe (RODRIGUES et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015; LEITE et al., 2016). Estes
resultados sugerem a predominancia dos componentes genéticos em comparacdo aos
ambientais, caracterizando, portanto, condicdes favoraveis ao melhoramento para as

caracteristicas avaliadas.
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O agrupamento pelo método de otimizagdo de Tocher, utilizando como medida de
dissimilaridade genética a distancia generalizada de Mahalanobis (D?), permitiu a formacéo
de seis grupos distintos (Tabela 2). O elevado numero de grupos demonstra a ampla
variabilidade genética existente entre 0s gendtipos, visto que, 0 método preconiza minimizar a
distancia intragrupo e maximizar a distancia intergrupos. No grupo | formou-se um grande
grupo abrangendo 35 geno6tipos do total, o grupo Il correspondeu a trés genotipos (22, 38, 42),
o grupo |1l foi composto por dois genotipos (14, 23), e os demais trés grupos contaram com
um genotipo cada, sendo 25, 2 e 37, respectivamente.

Tabela 3. Agrupamentos entre 43 gendtipos de Coffea canephora pelo método de Tocher,

considerando dez caracteristicas biométricas e foliares.

Grupos Genotipos

I 173313391532352452994030112272320212834741361026184
63311611819

I 223842
i 14 43
v 25

\ 2

Vi 37

Para a espéecie C. canephora o método de agrupamento Tocher foi empregado por
Fonseca et al. (2006), quando avaliou 32 clones que compde trés variedades clonais; também
por Ivoglo et al. (2008) com 21 progénies de meios-irmé&os; e por Covre et al. (2016) e Giles
et al. (2018) com 34 e 30 genOGtipos promissores, no qual obtiveram a formacdo de trés,
quatro, oito e trés grupos, respectivamente.

O agrupamento pelo método Hierarquico UPGMA, utilizando como medida de
dissimilaridade genética a distancia generalizada de Mahalanobis (D?), permitiu a formacéo
do dendrograma que ilustra a distancia genética entre os genotipos estudados. Ao se
estabelecer o limite maximo de 40% de dissimilaridade entre os genotipos seguindo 0s
principios de Mojema (1977), observou-se a formacéo de cinco grupos distintos (Figura 1).

No primeiro e no segundo grupo encontram-se apenas 0 genotipo 25 e 43,
respectivamente. O terceiro grupo corresponde ao maior numero de genoétipos, 36 do total
(83,72%), sendo estes: 31, 11, 14, 4, 10, 34, 18, 26, 3, 6, 16, 1, 2, 28, 12, 20, 29, 5, 40, 9, 7,
36, 27, 21, 41, 30, 35, 24, 32, 15, 13, 17, 33, 8, 19 e 39, 0 quarto grupo € composto apenas
pelo gendtipo 37 e 0 quinto € representado por 4 genotipos, sendo estes o0 22, 23, 38 e 42
(Figura 1).
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Figura 1. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 43 geno6tipos de
Coffea canephora obtido pelo método de agrupamento UPGMA, considerando dez
caracteristicas biométricas e foliares.

Estudo feito por Ivoglo et al. (2008) verificou a formagcdo de nove grupos quando
analisou a dissimilaridade de 21 progénies de meios-irmdos de C. canephora pelo método
UPGMA com corte realizado a 45%. Guedes et al. (2013) avaliando 12 acessos C. arabica L.
var. Maragogipe Hoert. ex Frohner obteve a formagdo de 7 grupos com corte feito a 15%.
Trabalhos de Covre et al. (2016) e Giles et al. (2018) verificaram a formacdo de sete e trés
grupos em uma populacédo de 34 e 30 gendtipos de café conilon, respectivamente. Dalcomo et
al. (2015) avaliando 17 caracteristicas morfoagrondmicas de 22 gendtipos de café conilon
obteve a formacéo de seis grupos com corte a 45%. Assim como ocorreu neste estudo, todos
os trabalhos citados obtiveram grupos compostos por progénies/acessos/gendtipos isolados,
evidenciando a dissimilaridade destes em comparacao aos demais.

Quando se compara os grupos formados pelo método de otimizacdo de Tocher e
hierarquico de UPGMA, nota-se bastante similaridade em suas composi¢fes, com apenas
algumas particularidades. Semelhancas entre os métodos também foram relatados por Ivoglo
et al. (2008), Guedes et al. (2013), Covre et al. (2016) e Giles et al. (2018). Para melhor

compreensdo e discussdo das principais caracteristicas que diferiram para formacdo dos
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grupos pelo método UPGMA, optou por confeccionar os valores médios de cada variavel de
acordo com os agrupamentos (Tabela 2).

Tabela 2. Médias das caracteristicas biométricas e foliares por grupo formado pelo método
UPGMA.

Grupos NNP DEP CRO NNO Alt Diam CFT1 LFT1 CFT2 LFT2

n° cm ne cm

| 12,00 4,04 6833 20,67 147,83 15833 17,41 6,69 14,83 5,89
I 18,33 3,50 69,33 15,83 158,00 183,33 15,09 5777 1527 6,18
I 1535 3,81 71,21 19,43 149,81 163,06 13,25 533 14,67 641
v 17,33 495 94,17 19,33 174,00 179,33 14,73 492 14,75 5,59
\Y 16,04 3,43 7125 2458 141,33 14533 1298 493 13,17 5,13

NNP: nimero de n6s em ramos plagiotropico; DEP: distancia entre nés plagiotropico; CRO:
comprimento de ramo ortotrépico; NNO: nimero de n6s em ramos ortotrépico; Alt: altura de
planta; Diam: didmetro de copa, CFT1: comprimento de folha tempo 1, LFT1: largura de
folha tempo 1; CFT2: comprimento de folha tempo 2, LFT2: largura de folha tempo 2.

O gendtipo 25 que se isolou no grupo | apresentou 0 menor valor de nimero de nés

em ramos plagiotropicos, menor comprimento de ramos ortotropico e maior largura de folha
no T1. Propriedades contidas nas plantas que compde este grupo devem ser analisadas com
maior atencdo, uma vez que cafeeiros produtivos normalmente tendem a apresentar menor
distancia entre nds e maior nimero de nés (TOMAZ et al., 2005), ao contrario do que foi
averiguado para estes gendtipos. Maior largura de folha em um ambiente favoravel pode
favorecer os processos fotossintéticos em fungdo de maior &rea para interceptacdo de energia
luminosa (BRINATE et al., 2015a,b; KHAN et al., 2016).

O gendtipo 43 que compde o grupo Il apresentou 0 maior numero de ndés em ramos
plagiotrépicos, maior diametro de copa e comprimento de folhas nos dois tempos avaliado.
Estas caracteristicas sdo de grande interesse em uma planta de cafeeiro, e podem estar
correlacionadas a propriedades produtivas e devem ser consideradas em processos de selecéo.
Uma vez que, a obtencdo de melhorias em produtividade ainda € um dos principais focos do
melhoramento dos cafeeiros, aliada a outras carateristicas agrondmicas (CARVALHO et al.,
2010, 2016).

O terceiro grupo formado com maior nimero de genotipos apresentou em média
valores intermediarios aos demais para maioria das caracteristicas avaliadas, apenas largura
de folha no T2 se destaca com a maior média. O grupo IV composto pelo gendtipo 37 se
destacou com maior distancia entre nos de ramo plagiotropico, maior comprimento de ramos
ortotropico e maior altura de planta. Tais caracteristicas do gendtipo 37 normalmente ndo séo
interessantes em uma planta para cultivo comercial e podem caracterizar uma planta menos

produtiva e de dificil manejo.
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O quinto grupo composto pelos gendtipos 22, 23, 38 e 42 se diferenciou dos demais
em fungdo do maior nimero de nds em ramos ortotropicos, menor distancia entre nos de
ramos plagiotropicos, menor altura de planta, menor diametro de copa, menor comprimento e
largura de folhas no T1 e T2. Esses gendtipos possuem caracteristicas importantes, pois
atualmente os melhoristas preconizam a obtencdo de cafeeiros com menor porte. Maior
naimero de nds em ramos ortotropicos esta vinculado a maior emissdo de ramos produtivos
(TOMAZ et al., 2005; DUBBERSTEIN et al., 2017) e menor distancia entrends pode conferir
maior numero de nds, que se consagra coOmo uma caracteristica marcante em plantas com
maior potencial produtivo (FREITAS et al., 2007).

A anélise de correlagdo com todas as varidveis resultou num total de 91 correlagdes,
sendo que 42 foram significativas, com valores desde bem fracos a muito fortes, positivos e
negativos (Figura 2).
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Figura 2: Correlacdo entre caracteristicas biométricas e morfolégicas de folhas (CRP:
comprimento de ramo plagiotrépico; NNP: namero de ndés em ramos plagiotropico; DEP:
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distancia entre nos plagiotropico; CRO: comprimento de ramo ortotrépico; NNO: nimero de
nds em ramos ortotropico; DEQ: distancia entre nds ortotropico; Alt: altura de planta; Diam:
diametro de copa, CFT1: comprimento de folha tempo 1, LFT1: largura de folha tempo 1;
AFRT1: area foliar tempo 1; CFT2: comprimento de folha tempo 2, LFT2: largura de folha
tempo 2; AFRT2: area foliar tempo 2) de 43 genoétipos de C. canephora.( *, ** e ***
correspondem a significancia de p<.05, p<.01 e p<.001, respetivamente).

Segundo Devore (2006) os valores de 0,00 a 0,19 apresentam correlacdo bem fraca;

de 0,20 a 0,39 correlacéo fraca; 0,40 a 0,69 correlagdo moderada; 0,70 a 0,89 correlagéo forte;
0,90 a 1,00 correlagdo muito forte. Nogueira et al. (2012), relata que trés aspectos devem ser
considerados na interpretacdo de correlacdes: a magnitude, a direcdo e a significancia.
Estimativa de coeficiente de correlacdo positiva indica a tendéncia de uma variavel aumentar
quando a outra também aumenta, e correlacdes negativas indicam tendéncia de uma variavel
aumentar enquanto a outra diminui.

O comprimento do ramo plagiotropico apresentou correlacdo positiva moderada com
nimero de nos em ramos plagiotropico, distdncia entrenés de ramo plagiotrépico,
comprimento de ramo ortotropico, diametro de copa e altura de planta. Teixeira et al. (2012)
obteve alta correlagdo entre comprimento de ramo plagiotrépico e nimero de nés e altura de
planta e, também verificou que o comprimento de ramo plagiotropico tem efeito direto
expressivo sobre a producdo. Estudo de Carvalho et al. (2010), também evidenciaram
correlagdo moderada entre comprimento e nimero de nés em ramos plagiotrépicos, e valor
alto entre comprimento de ramo plagiotrdpico e altura de planta. Assim como Freitas et al.
(2007) verificou que a caracteristica comprimento de ramo plagiotropico é indicativo de
didmetro da copa e Teixeira et al. (2013) constataram correlacdo de 0,70 entre nimero de nos
e comprimento de ramo plagiotrépico.

Numero de nés em ramos plagiotrépicos apresentou correlacdo fraca negativa com
distancia entre nés de ramos plagiotropicos e positiva com comprimento de ramo ortotrépico.
Este comportamento é interessante, pois mostra que maior distancia entre noés diminui o
namero de nds presente nos ramos e menor nimero de nos é indicativo de menor producéo de
frutos (TOMAZ et al., 2005; FREITAS et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2012).

Distancia entre nos de ramo plagiotrépico se correlacionou de forma positiva, porém
fraca, com altura de planta, area foliar T1, comprimento de folha T2, largura de folha T2 e
negativa com numero de nos de ramo ortotropico. Correlagdes moderadas sdo vista com
comprimento de ramo ortotrépico, distancia de nés de ramo ortotropico, comprimento de

folha T1, area foliar T2. Segundo Rocha et al. (2013) a correlacdo positiva entre altura e
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distancia entre rosetas no ramo plagiotrépico indica a possibilidade de selecionar plantas de
menor porte e de menor distancia entre rosetas.

O comprimento de ramos ortotropico evidenciou correlagdes moderadas com
distancia entre nds de ramo ortotropico, altura de planta e diametro de copa. Esses resultados
demonstram a importancia dessas caracteristicas para a arquitetura da planta, logo maior
tamanho de ramo ortotropico pode significar plantas de maior porte. Contudo, nem sempre €
interessante obter tal comportamento, pois o porte baixo das plantas € uma caracteristica
desejavel e controlada no processo de selecdo por facilitar os tratos culturais e a colheita
manual ou mecanizada (CARVALHO et al., 2013). Em sistemas adensados ha preferéncia por
variedades de porte baixo devido a maior produtividade por area cultivada (FREITAS et al.,
2007). Entretanto, pode haver correlagcdes positivas entre altura de plantas e a produtividade
(CARVALHO et al., 2010; VALADARES et al., 2016), fato comprovado por Teixeira et al.
(2012) e Bitika e Sakiyama (2017) que obtiveram correlagéo de 0,73 e 0,42, respectivamente.

NUmero de nés em ramo ortotropico mostrou correlacdo forte com distancia entre
nos de ramo ortotropico e correlacGes fracas e negativas com comprimento de folha, largura
de folha e area foliar no T2. Teixeira et al. (2013) verificou correlagcdes de 0,29 e 0,32 para
namero de nds comparados com comprimento e largura de folha, respectivamente. Distancia
entre nds de ramo ortotrépico apresentou correlacdo moderada e positiva com altura de planta
e didmetro de copa, correlacdo fraca e negativa com largura de folha e area foliar no T2. De
acordo com Paulo et al. (2005) a altura da planta é determinada principalmente pelo
alongamento do entrend.

A correlagéo entre altura de planta e diametro de copa se mostrou positiva moderada
no valor de 0,58. Resultado distinto foi obtido por Freitas et al. (2007), onde a correlacéo
entre a altura de plantas e o didametro de copa revelou-se estatisticamente significativa porém
negativa (-0,8102), ja Teixeira et al. (2013) e Bitika e Sakiyama (2017) diagnosticaram
correlagdes positivas de 0,65 e 0,87, respectivamente, entre altura de planta e didametro de
copa.

Correlag6es moderadas e fracas ocorreram entre didmetro de copa e comprimento de
folha no T1 e T2, respectivamente. Teixeira et al. (2013) obtiveram valor de correlacdo de
0,46 entre diametro de copa e comprimento de folha. Além disso, 0 comprimento de folha T1
se correlacionou forte com largura de folha e area foliar do T1. A Largura de folha T1 tem
correlacdo muito forte com area foliar T1. Comprimento de folha T2 apresenta correlacéo
moderada e forte com largura e area foliar T2. Largura de folha e area foliar no tempo 2

possuem correlagdo muito forte (0,95).
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Valores de correlacdo forte e muito forte entre comprimento e largura de folha com
area foliar de ambas as avaliagbes mostram 0 quanto essas varidveis sdo dependentes.
Resultados similares foram averiguados por Teixeira et al. (2012) e (2013) que encontraram
valores de 0,88 entre comprimento e largura do 4° par de folha para 269 acessos de café
arébica. A area da superficie foliar de uma planta de café é indicativa do rendimento potencial
da cultura, pois maior &rea foliar implica em maior superficie de interceptacdo de luz, o que
podera resultar em taxas fotossintéticas mais elevadas e melhor conversdo de carboidratos em
gréos de café (VALADARES et al., 2016, WALIA e KUMAR, 2016). Logo, nos processos de
selecdo pode considerar a escolha de materiais com folhas maiores.

Anaélise por componentes principais mostrou que os dois primeiros componentes PC1
e PC2 explicaram 56,77% da variacdo total (Figura 3). Cruz et al. (2011) relatam que o ideal é
que os dois primeiros componentes principais concentrem a maior quantidade de variancia
dos dados para que haja divergéncia entre grupos de genétipos.

No gréfico Biplot, as variaveis sdo representadas por vetores e 0s genotipos por
nimeros. Quanto maior o vetor, maior a influéncia da varidvel no agrupamento, e quanto
menor o angulo entre o0s vetores, maior a correlacdo entre as variaveis. Com base na projecao
dos gendtipos no plano cartesiano definido pelos dois componentes principais, nota-se que
alguns se concentram préximo ao zero sendo considerada uma distribuicdo normal, mas

muitos se dispersam, indicando consideravel divergéncia quanto as caracteristicas avaliadas.
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Figura 3: Andlise por componentes principais para 14 variaveis biométricas e foliares de 43
genotipos de Coffea canephora. (CRP: comprimento de ramo plagiotrépico; NNP: numero de
nos em ramos plagiotropico; DEP: distancia entre nds plagiotropico; CRO: comprimento de
ramo ortotropico; NNO: numero de n6s em ramos ortotropico; DEO: distancia entre nos
ortotropico; Alt: altura de planta; Diam: didmetro de copa, CFT1: comprimento de folha
tempo 1, LFT1: largura de folha tempo 1; AFRTL: area foliar tempo 1; CFT2: comprimento
de folha tempo 2, LFT2: largura de folha tempo 2; AFRT2: area foliar tempo 2).

Observando o PC1, os gendtipos 25 e 37 apresentaram maiores distancias. Tal

comportamento ocorre certamente, pois o gendtipo 25 detém a maior distancia entre nds de
ramos plagiotropicos, maior comprimento de ramo ortotropico (94,16 cm) e maior altura de
planta (174 cm), pela sua posicéo e distancia dos demais este pode ser considerado um outlier.
O gendtipo 37 se distingue por apresentar menor nimero de nds em ramos plagiotrépico.
Ambos formaram grupos isolados no dendrograma, logo essas caracteristicas sdo0 muito
peculiares em comparagdo aos demais genotipos.

No PC2 verifica-se maior distancia entre os gendtipos 4 e 38. As caracteristicas que
mais diferenciam o gendtipo 38 é a presenca de maior nimero de n6s em ramos ortotrépicos e
os menores valores de largura de folhas, ja& o genétipo quatro se destaca com suas folhas
compridas e largas, sendo detentor da maior largura de folhas em comparacéo aos demais.

Para as caracteristicas foliares ha grandes cargas fatoriais positivas no componente 1
e 2, onde todas estdo concentradas, confirmando o alto grau de correlagdo entre as mesmas.
Altura de planta, didmetro de copa, comprimento de ramo ortotrépico e plagiotrépico,
distancia entrends de ramos ortotrdpico e plagiotropico também tem grandes cargas fatoriais
positivas no PC1 e negativas no PC2, logo todas essas caracteristicas estdo relacionadas e
contribuem para o0 porte e estrutura da planta. JA& nimero de nés em ambos 0s ramos se
mantem isoladas e tém grandes cargas fatoriais negativas no PC 1 e 2. Nota-se que 0
comprimento de ramo ortotrdpico e altura de planta se sobrepéem, bem como, o comprimento
de ramo plagiotropico se encontram muito préximo de diametro de copa, reforcando a ideia
de que estas variaveis se correlacionam positivamente.

E importante esclarecer que a distribuicio dos gen6tipos estd relacionada com a
posicao e direcdo dos vetores que mais influencia e os diferencia dos demais. Exemplificando,
0 gendtipo quatro apresentou maior area foliar e esta exatamente posicionada acima desta
caracteristica. O mesmo acontece com gendtipo 25 que detém maior altura de planta e se
encontra posicionado abaixo desta caracteristica. Demais genotipos que se encontram
posicionados proximos a determinada variavel, apresentam em sua estrutura caracteristicas

similares. Estas analises permitem uma melhor confirmacgdo das correlagBes existentes estre
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as varidveis e a distribuicdo dos gendtipos evidencia as caracteristicas que trazem em sua
constituicdo, logo, auxiliam no processo de selecdo a escolha de plantas com caracteristicas

desejaveis.

CONCLUSOES
As estimativas dos parametros genéticos revelaram a existéncia de variabilidade

genética e potencial seletivo entre os genotipos de café conilon.

Os métodos de otimizagdo de Tocher e hierdrquico UPGMA apresentaram
consisténcia no agrupamento dos genotipos, ordenando-os em seis e cinco grupos
dissimilares, respectivamente, sendo que o genotipo 25 e 37 se destacam com a maior
dissimilaridade, constituindo grupos isolados em ambos os métodos;

A andlise de correlacdo e componentes principais evidenciou as caracteristicas com

maior grau de correlacdo, auxiliando na escolha de materiais mais promissores.
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CAPITULO 3

DIFERENTES AGRUPAMENTOS E EQUACOES PARA ESTIMATIVA DA AREA
FOLIAR DE GENOTIPOS DE Coffea canephora

RESUMO: O conhecimento das caracteristicas foliares do cafeeiro ¢ de suma importancia,
uma vez que esta ligado diretamente ao desenvolvimento e manejo da planta. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a diversidade genética e estabelecer modelos matemaéticos para estimar a
area foliar de 43 gendtipos de Coffea canephora através de caracteristica lineares das folhas.
Em uma lavoura compostas pelos distintos gendétipos coletou-se folhas do terco médio
superior e mediu manualmente o comprimento da nervura central e maxima largura do limbo
foliar, posteriormente com medidor de area foliar aferiu a area foliar real (AF). As varidveis
foliares comprimento (C), largura (L), area foliar real (AF) e produto comprimento x largura
(CL) foram submetidas a analise de correlacdo de Pearson e agrupados pelo método
otimizacdo de Tocher. Foram testadas todas as combinacGes por modelos lineares conforme
0s parametros existentes e foi ajustado o R? e testado o BIC para cada modelo, apés a escolha
da variavel estabeleceu equagdes considerando os parametros B0 e 1, estas foram submetidas
a validacdo cruzada fazendo a comparacdo entre o valor de area observado x predito.
Verificou-se que os 43 genotipos formaram trés grupos de acordo com procedimento de
Tocher, sendo que um grupo abrangeu 41 genotipos. Maiores correlagdes linear de Pearson
ocorreram entre produto CL e AF, seguido de L e AF, logo, CL estima satisfatoriamente a
area foliar do cafeeiro, mas também pode ser adotada a variavel largura devido maior
facilidade de medicdo a campo. As equacdes geradas considerando ambas variaveis foram

significativas e a analise de validacdo cruzada confirmou-se o ajustamento das equacdes.
PALAVRAS-CHAVE: café conilon, folhas, medidas lineares, método nao destrutivo.

DIFFERENT GROUPS AND EQUATIONS FOR ESTIMATION OF THE FOLIAR
AREA OF GENOTYPES OF Coffea canephora

ABSTRACT: The knowledge of the leaf characteristics of the coffee tree is of great
importance, since it is directly linked to the development and management of the plant. The

objective of this work was to evaluate the genetic diversity and to establish mathematical
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models to estimate the leaf area of 43 genotypes of Coffea canephora through linear
characteristics of the leaves. In a crop composed of the distinct genotypes leaves were
collected from the upper middle third and manually measured the length of the central vein
and maximum width of the leaf limb, later with a leaf area gauge measured the actual leaf
area (LA). The leaf length (L), width (W), real leaf area (LA) and length x width (LW) were
submitted to Pearson correlation analysis and grouped by the Tocher optimization method. All
combinations were tested by linear models according to the existing parameters and the R?
was adjusted and the BIC was tested for each model, after choosing the variable established
equations considering the parameters 0 and 1, which were submitted to cross-validation by
comparing the observed area value x predicted. It was verified that the 43 genotypes formed
three groups according to the Tocher procedure, and one group comprised 41 genotypes.
Larger Pearson linear correlations occurred between LW and LA, followed by W and LA,
therefore, LW satisfactorily estimates the leaf area of the coffee tree, but also can be adopted
the variable width due to greater ease of field measurement. The equations generated
considering both variables were significant and the cross-validation analysis confirmed the

adjustment of the equations.

KEY WORDS: conilon coffee, leaves, linear measurements, non-destructive method.

INTRODUCAO

Acredita-se que a fotossintese seja a reacdo fotoquimica mais importante durante a
qual a luz é convertida em energia biol6gica em plantas (WANG et al., 2018). A érea foliar
esta totalmente vinculada a este processo, pois a eficiéncia fotossintética depende da taxa de
fotossintese por unidade de area foliar e da interceptacdo da radiacdo solar, que sdo
influenciadas pela arquitetura do dossel e pela dimensdo da folha (FAVARIN et al., 2002;
PARTELLI et al., 2006; FASCELLA et al., 2013; GUIMARAES et al., 2013), assim, a area
foliar se caracteriza como um dos mais importantes parametros na avaliagcdo do crescimento e
rendimento vegetal.

O conhecimento sobre a area foliar possui diversas aplicabilidades agrondmicas,
como a estimativa da perda de agua por transpiracdo e escolha do método de irrigacao
adequado de acordo com a exigéncia da planta; selecdo da cultivar, localidade da area de
plantio e manejo empregado no cultivo; calculos de dosagens para aplicacGes de produtos

foliares como fungicidas, inseticidas e adubos, determinacdo de danos bidticos e abidticos;
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qualidade e producdo final das culturas (PARTELLI et al., 2006; BUSATO et al., 2010;
ESPINDULA et al., 2018).

A medida da area foliar pode ser feita de forma direta destrutiva ou ndo, e indireta
ndo destrutiva (PARTELLI et al., 2006, 2007; BUSATO et al., 2010; GUIMARAES et al.,
2013). Para determinar a area foliar diretamente, as folhas sdo recolhidas da planta,
caracterizando o método como destrutivo e de elevada méo de obra. J& a medicdo de forma
direta ndo destrutiva € mais simples, mas demanda equipamentos onerosos, enquanto que 0s
métodos indiretos ndo destrutivos permitem avaliacdes sucessivas em uma mesma planta e
agilidade nas avaliacOes, além de ser de baixo custo e mdo de obra ndo necessariamente
especializada (BUSATO et al., 2010; ILKAEE et al., 2011; TOEBE et al., 2012; SCHMIDT
etal., 2014).

O método indireto ndo destrutivo se baseia na estimativa da area foliar mediante
medicdo dos parametros de largura e comprimento da folha ainda na planta (SCHMIDT et al.,
2016; ESPINDULA et al., 2018), e a partir disso faz-se a adocdo de modelos estatistico. As
equacOes de regressao entre a area foliar real (AFR) e os parametros dimensionais das folhas
tém boa precisao e baixo custo, eliminando a necessidade de medidores caros ou a realizacdo
de demoradas reconstruc6es geométricas (SCHMIDT et al., 2014; BRINATE et al., 2015ab).

Estudo de Partelli et al. (2006) propuseram um modelo de equacdo para o cafeeiro
conilon considerando o comprimento da nervura central, no qual gerou duas equagdes de
acordo com a idade da planta, jovem e adulta. Entretanto, devido grande variabilidade
genética existente em C. canephora (COVRE et al., 2016; ESPINDULA et al., 2018) a
revalidacao desses métodos torna-se necessario ao longo do tempo. Pois, a disponibilidade de
novos gendtipos e suas inimeras caracteristicas morfoldgicas distintas pode alterar o nivel de
precisdo dos métodos que foram feitos a partir da area foliar dos antigos gendtipos
(BRINATE et al., 2015ab). Espindula et al. (2018) comprovou isto ao testar a eficiéncia da
equacdo desenvolvida por Partelli et al. (2006) em 15 genotipos de cafeeiros robustas,
concluindo que deve ser ajustadas para cada gendtipo devido suas caracteristicas foliares
dissimilares.

A forma da folha é uma caracteristica morfolégica individual, dependente da relagédo
entre o comprimento e largura e da quantidade de recortes na borda do limbo foliar, assim tem
a necessidade da elaboracdo de modelos especificos de estimacdo da area foliar para cada
espécie vegetal (CARGNELUTTI et al., 2015) e até mesmo dentro da mesma espécie para as
diferentes cultivares. Além disso, cada folha, dependendo do grau de diferenciacdo ou da

espécie, tem a capacidade de reagir a mudancas em seu habitat, alterando metabolismo,
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anatomia e morfologia, a fim de manter a eficiéncia fotossintética (RODRIGUES et al., 2016;
MARTINS et al., 2016; ESPINDULA et al., 2018).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo estudar a diversidade genética da
area foliar de 43 genotipos de cafeeiro e obter equacbes matematicas, ou seja, um fator de
correcdo que através de parametros lineares dimensionais das folhas, permita estimar a area

foliar dos distintos genotipos.

MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em uma lavoura composta por 43 genotipos de C. canephora
selecionados por cafeicultores da regido, inéditos em pesquisa cientifica. O plantio ocorreu
em abril de 2014 no municipio de Nova Venécia, regido norte do Estado do Espirito Santo,
Brasil, em uma propriedade particular localizada a uma latitude 18°66'23" sul e
longitude 40°43'07" oeste, altitude de 50 metros, temperatura média anual é de 23 °C. A
regido possui clima tropical, caracterizado pelo verdo quente e Umido, e inverno seco,
classificado como Aw, de acordo com Kodppen (ALVARES et al., 2013).

Os gendtipos foram dispostos em um delineamento experimental de blocos ao acaso,
com trés repeticdes, sendo os tratamentos constituidos pelos diferentes gendtipos, e cada
unidade experimental contém sete plantas. O plantio foi realizado no espacamento de 3
metros entre linhas e 1 metro entre plantas, o que equivale a 3333 plantas por hectare. Dos 43
gendtipos implantados 42 foram propagados por estaquia e um por semente, as quais foram
conduzidas com quatro hastes por planta e toda area experimental possui irrigacdo por sistema
de gotejamento.

Para determinacdo da area foliar coletou-se folhas do terceiro ou quarto par recem-
desenvolvidas, de ramos plagiotrépicos situados no terco méedio das plantas, num total de 20
folhas por gendtipo. As folhas foram colocadas em sacos devidamente identificados e
acondicionadas em caixa térmicas para evitar a perda de dgua, em seguida encaminhadas ao
laboratério. Realizou-se a mensuragdo das folhas com auxilio de régua graduada, aferindo o
comprimento da nervura central e a maxima largura do limbo foliar em centimetros
(PARTELLI et al., 2006). Posteriormente, foi feita a determinacdo da area foliar (AF) por
meio do medidor de area foliar Modelo LI-3100, LI-COR, Lincoln, NE, USA. Essas
avaliacdes foram realizadas em duas épocas distintas, outubro de 2016 e fevereiro de 2017.

As variaveis foliares: comprimento (C) em cm, largura (L) em cm, area foliar real
(AF) em cm? e comprimento x largura (CL) em cm? foram submetidos & analise de correlagéo

linear de Pearson. Para estudo da diversidade genética adotou como medida de



57

dissimilaridade a matriz de distancia generalizada de Mahalanobis (D) e o agrupamento foi
realizado pelo método otimizacdo de Tocher. Posteriormente, foram testadas todas as
combinagdes de modelos lineares conforme os parametros existentes e foi ajustado o R®
(Coeficiente de determinacéo) e testado o BIC (Critério de Informacao Bayesiano ou Critério
de Schwarz) para cada modelo, estes foram plotados em diagrama. Apoés a selecéo da variavel
que melhor estimou a é&rea foliar foram descritas as equacBes/modelos matematicos
estatisticos considerando os parametros B0 e B1, de acordo com os agrupamentos de Tocher.
Com base no modelo selecionado realizou-se a validacdo cruzada do modelo por meio da
comparacao entre o valor de &rea observado x predito. Todas as analises foram feitas com
auxilio do programa R (R Core Team, 2018) e dos pacotes leaps (LUMLEY, 2017) e MASS
(VENABLES e RIPLEY, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente as medicdes foliares foram realizadas em duas épocas distintas como
especificado nos materiais e métodos, entretanto ao proceder com as andlises verificou-se que
os resultados obtidos para ambas as avaliagbes foram muito similares, isto para correlacdo
linear de Pearson, agrupamento de Tocher, Coeficiente de determinacdo e BIC, com isso
optou-se por trabalhar os dados unificados e ndo separados.

Realizou-se a analise de correlacdo de Pearson a fim de verificar o grau de relagcdo
entre as varidveis aferidas (Tabela 1). O estudo da correlacdo fornece a informacdo de que
tracos fortes sdo geneticamente associados uns aos outros (BIKILA e SAKIYAMA, 2017),
possibilitando avaliar o quanto a alteracdo em uma variavel pode afetar as variaveis
correlacionadas. Variaveis correlacionadas positivamente indicam que ambas séo beneficiadas
ou prejudicadas pelas mesmas causas de variacbes ambientais, correlaces com valores
negativos indicam que o ambiente favorece um carater e desfavorece o outro (SILVA et al.,
2016).

Tabela 1. Correlacdo Linear de Pearson entre as variaveis foliares comprimento (C), largura

(L), area foliar (AF) e comprimento x largura (CL) de 43 gendtipos.

Comprimento (C)  Largura (L)  Area Foliar (AF) CL

Comprimento (C) 1 0,63 0,82 0,85
Largura (L) ** 1 0,95 0,94
Area foliar (AF) ok ok 1 0,99

** 580 significativos ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste t.
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Devore (2006) classifica os valores de 0,00 a 0,19 como correlagdo bem fraca; 0,20 a
0,39 como correlacdo fraca; 0,40 a 0,69 como correlacdo moderada; 0,70 a 0,89 como
correlacéo forte; 0,90 a 1,00 como correlagdo muito forte. Nota-se que todos os coeficientes
de correlacdo evidenciaram associagdes positivas e fortes. Espindula et al. (2018) também
encontrou correlacdo positiva na magnitude de 0,60 a 0,94 entre as areas estimadas e reais das
folhas para 15 gendtipos de café robusta.

As correlacbes variaram de 0,63 a 0,99, sendo que 0s menores ocorrem entre 0
comprimento da folha e os demais parametros (0,63 a 0,85). A maior se da entre area foliar e
produto CL (0,99), seguido de largura versus area foliar e CL (0,95 e 0,94) (Tabela 2). Fato
este que ja demonstra uma possivel associacdo da estimacdo da area foliar aferindo o
comprimento e a largura (CL) com a medi¢do baseando-se no equipamento usualmente
adotado e com elevado grau de precisdo.

Como a proposta e diminuir méo de obra e ndo destruir as amostras, provavelmente a
medicdo da largura de folhas seja eficaz para determinacdo da area foliar dos distintos
gendtipos, uma vez que o valor de correlacdo entre largura e AF foi de 0,95, sendo bastante
satisfatorio e eficiente. Esses resultados diferem em alguns aspectos de Partelli et al. (2006)
que obtiveram coeficientes de correlacdo linear de Pearson maiores para comprimento do que
para largura da folha, mas corroboram com os coeficientes de correlagdo mais elevados entre
area foliar e CL. Estas diferencas observadas entre os respectivos estudos podem estar ligado
em decorréncia de o presente trabalho ter analisado diferentes genoétipos, ja o trabalho de
Partelli e colaborados fez estimativas com base em apenas um material genético. Sendo assim,
empiricamente pode-se informar que a variacdo entre 0s genotipos estd mais relacionada ao
comprimento do que a largura da folha, ou seja, diferentes comprimentos para os diferentes
materiais genéticos sob avaliacdo, resposta importante que deve ser até mais estudada em
trabalhos posteriores como forma de diferenciacdo de cultivares e suas respectivas
identificagGes a campo.

Para verificar a similaridade e agrupamento dos genotipos com menor divergéncia
genética quanto as caracteristicas foliares estimadas, procedeu-se com o método de
otimizacdo de Tocher (Tabela 2), que se baseia na formagdo do primeiro grupo com o par de
individuos com maior similaridade fundamentados na matriz de dissimilaridade calculada
pelo método de Mahalanobis. A partir desta, € avaliada a possibilidade de inclusdo de novos
individuos, adotando-se o critério de que a distancia média intragrupo deve ser menor que a

distdncia média intergrupo (CRUZ et al., 2011). Os gendtipos dividiram-se em trés grupos,
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concentrando 41 gen6tipos no grupo 1, e os outros dois grupos foram composto pelos
genotipos 2 e 4, respectivamente.

Tabela 2. Agrupamento dos 43 genotipos de Coffea canephora pelo método de otimizacao de

Tocher.

Grupo Gendtipos
1 3 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43
2 2
3 4

O método de agrupamento Tocher foi empregado por Fonseca et al. (2006) quando
avaliou 32 clones que compde trés variedades clonais formando trés grupos; também por
Ivoglo et al. (2008) com 21 progénies de meios-irmédos dividindo em quatro grupos; e por
Covre et al. (2016) e Giles et al. (2018) com 34 e 30 genotipos promissores, no qual
obtiveram oito e trés grupos, respectivamente.

Importante ressaltar que essa discriminacdo entre grupos de gendtipos mais
homogéneos dentro dos grupos é necesséria, pois 0s genétipos de C. canephora apresentam
dissimilaridade fenotipica, se diferindo quanto ao crescimento, morfologia, caracteristicas
foliares e copa. Portanto, agrupa-los quanto as diferencas na area foliar pode aumentar a
eficiéncia dos modelos propostos para estudar sua area foliar (Brinate et al., 2015a). Logo,
nota-se que 0s genotipos dois e quatro sdo bastante divergentes dos demais, pois se
mantiveram em grupos isolados, evidenciando que ha variabilidade genética dentro da
populacdo estudada, isso é uma propriedade marcante da espécie C. canephora devido ao
modo de reproducdo ser por alogamia e possuir autoincompatibilidade entre alguns alelos.
Além disso, as folhas se modificam frente ao ambiente que sdo expostas, alterando sua area,
espessura, forma, concentracdo de nutrientes e capacidade de trocas gasosas, ajustando-as de
acordo com a fotossintese liquida e garantindo uma alta condutancia hidraulica (Gama et al.,
2017; Brinate et al., 2015b). Os demais 41 gen6tipos que se mantiveram no mesmo grupo Sao
similares para as caracteristicas foliares, fato este que contribui para a obtencdo de um Unico
modelo para a predicdo da area foliar para a populagédo e este modelo deve ter uma preciséo
alta da estimacdo dos parametros desejados.

Com base nas caracteristicas avaliadas, foram testadas todas as combinagdes de
modelos conforme os pardmetros existentes e ajustados o R? (Coeficiente de determinagéo) e

testado o BIC (Critério de Informacdo Bayesiano ou Critério de Schwarz) para cada modelo.
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Esse processo foi realizado considerando os agrupamentos de Tocher e também os 43
genotipos como um todo (Figuras 1). O coeficiente de determinacdo (R2) é uma medida de
ajustamento de um modelo estatistico linear generalizado, como a regresséo linear, em relacédo
aos valores observados, com espago paramétrico entre 0 e 1, indicando em percentagem o
quanto o modelo se ajustou aos valores observados e explica os estimados para 0s parametros.
Quanto maior 0 R2, mais explicativo é o modelo, melhor ele se ajusta a amostra (CHARNET
et al., 1999; LEVINE et al., 2000). O Critério Bayesiano de Schwarz (BIC) tem como
pressuposto a existéncia de um “modelo verdadeiro” que descreve a relagdo entre a variavel
dependente e as diversas varidveis explanatdrias entre os diversos modelos sob sele¢do.
Assim, é definido como a estatistica que maximiza a probabilidade de se identificar o
verdadeiro modelo dentre os avaliados. O modelo com menor BIC, ou seja, mais negativo é
considerado o de melhor ajuste (SCHWARZ, 1978).

Além disso, a selecdo do modelo com os mesmo valores de BIC tem-se como
escolha 0 modelo com menor grau de parametrizacdo, ou seja, com menor nimero de
caracteres de causa de efeitos indiretos associados aos parametros de efeitos diretos.

Na figura 1 encontram-se os valores de R? e BIC para todos os contrastes testados.
De modo geral a varidvel resultante do produto CL foi a que melhor representa a estimativa
de 4rea foliar (Figura 1), sendo que quando estimado sem agrupamento (total) apresentou R?
de 0,95 e BIC -1900, para o agrupamento 1 (G1) ocorreu R? de 0,94 e BIC -1600, no
agrupamento 2 (G2) o valor de R? é de 0,92 e BIC -65 e no grupo 3 (G3) possui R?de 0,91 e
BIC -64.

A adocdo da variavel CL predomina nos melhores ajustes em relacdo aos demais,
com R? mais satisfatérios e BIC mais baixos. E possivel ter R? mais elevados e BIC mais
negativos, ou seja, uma equacao mais ajustada, mas para isso tem que ser considerado mais
variaveis, 0 que torna uma equacdo super parametrizada, ou seja, necessita de maior nimero
de parametros para obter um maior grau de confiabilidade. Além disso, torna o trabalho
menos pratico e eficiente. Estes resultados corroboram com Schmidt et al. (2014) que ao
estudar a area foliar das variedades Catuai e Catuai vermelho verificou que as equacdes
obtidas com os modelos lineares e circunscrito a partir de CL apresentaram os valores mais
elevados de R?. Similarmente, Antunes et al. (2008) concluiram que o melhor ajuste é pelo
método poténcia, a partir de medidas de CL como varidvel independente.
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Figura 1. Valor de R? (Coeficiente de determinacio) e BIC (Critério de Informacao Bayesiano) para os diferentes modelos.
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Em feijdo guandu, Cargenelutti Filho et al. (2015) verificou que os modelos
quadrético, poténcia e linear de Y, em fungdo do produto do comprimento x largura do limbo
do foliolo central (CFCxLFC), sdo adequados para a estimacao da area foliar determinada por
fotos digitais. A area foliar das plantas de berinjela foi mais bem estimada pelos modelos que
utilizaram conjuntamente as medidas de comprimento e largura (HINNAH et al., 2015).

Se considerarmos apenas a varidvel largura da folha obtém-se valores de ajustes de
R2 de 0,87; 0,84; 0,82 e 0,86, e BIC de -1300, -1000, -44 e -51, para “todos”, G1, G2 ¢ G3,
respetivamente. Estes, ndo sdo os coeficientes mais altos e BIC mais negativos, como relatado
a cima a estimativa de CL fornece melhor ajuste, mas diante da dificuldade de avaliagdo de
muitos parametros a campo, pode ser a alternativa mais viavel por ser mais rapida e de maior
custo beneficio.

Para feijdo de vagem, Toebe et al. (2012) relataram que os modelos quadrético e de
poténcia em funcdo da largura do foliolo central sdo adequados para estimar a area foliar
completa, obtida por meio do método de fotos digitais. Similarmente para o girassol,
Maldaner et al. (2009) verificou que a largura da folha melhor estimou a area foliar e ainda
concluiu que esta varidvel esta sujeita a um menor erro experimental do que o comprimento
da folha. Ambos relatam que os modelos que utilizam somente a largura (L) ou o
comprimento (C) sdo preferiveis, por utilizarem apenas uma das dimensdes da folha. Com
isso, ha uma reducdo em 50% no numero de medicdes de dimenséo linear a serem realizadas a
campo.

Apos a selecdo das variaveis CL e Largura que melhor estimaram a &rea foliar dos
respectivos genotipos através dos coeficientes de determinacdo e BIC, foram geradas as
equacdes considerando os B0 e p1, de acordo com os grupos formados pelo método de
agrupamento de Tocher, mas também foi estabelecido uma equacdo sem 0s agrupamentos
designado como total, considerando o produto CL e apenas largura (Tabela 3).

Tabela 3. Equacgdes elaboradas a partir das variaveis escolhidas pelos valores de R2 e BIC de

acordo com os grupos formados pelo método de otimizacao de Tocher.

Variaveis Grupos Equagdes
Total Y=-0,815124 + 0,635626 x CL ***
Comprimento x 1 Y=-0,550712 + 0,632022 x CL***
Largura 2 Y=-1,0414 + 0,6425 x CL***

3 Y=-5,62625 + 0,67793 x CL***
Total Y=-26,5722*** + 13,2743 x L***
Largura 1 Y=-26,2319%** + 13,2754 x L***

2 Y=-11,9575** + 9,2588 x L***

3 Y=-40,046*** + 14,735 X L***
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** *** significativo ao nivel de 1% e 0,1 % pelo teste F.

Seguindo os critérios mencionados acima, no total, foram gerados oito modelos
matematicos diferentes, sendo todos significativos. Como pode ser visto, as equacdes geradas
sem 0s agrupamentos de Tocher também foram significativas e muito similares ao grupo 1
que abrange 41 genotipos. Isto evidencia que usando esta equagdo para estimar a area foliar
de todos os gendtipos pode ser eficiente e seguro, com possibilidade de descartar os
agrupamentos.

A comparacdo entre os valores preditos e observados fornece uma melhor
compreensdo da precisdo em estimar a equacdo através da adocdo destes parametros.
Considerando a variavel CL verificam-se os maiores valores de coeficiente de determinacéao
(RZ), sendo estes 0,95, 0,93, 0,92 e 0,91 para “total” que considera os 43 genotipos, grupo 1, 2
e 3, respectivamente (Figura 2 e Tabela 4). Correlacdo positiva também foi encontrada entre
as areas estimadas e reais das folhas para todos os genétipos estudados por Espindula et al.
(2018), os valores de r variaram de 0,60 a 0,94.
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Figura 2. Relacdo entre o valor predito vs observado de area foliar considerando o produto
comprimento x largura (CL).

Considerando a variavel largura verificam-se valores de coeficiente de determinagéo
(R?) de 0,87, 0,84, 0,82 ¢ 0,86 para “todos”, grupo 1, 2 e 3, respectivamente (Figura 3 e
Tabela 4). Logicamente s&o mais baixos do que quando considerado o produto Comprimento
x Largura (Figura 2), entretanto como ja foi afirmado acima, em situacdo de campo é muito
mais simples medir apenas uma variavel como no caso da largura, logo R2 entre 0,80 a 0,90

sdo precisos e podem estimar satisfatoriamente a area foliar dos referidos materiais avaliados.

Todos Grupo 1
o
8 =i
o
o
o [ee]
[ee]
o o
he) he)
g g o
c o c g
g S 2
o) o)
o o
Q S
o o
N N
20 40 60
Predito Predito
Grupo 2 Grupo 3
o
0 o (o]
S o
(o]
o (o]
o C (o]
(o]
o o CSD
® B
c z 8
) o *® e
(72} (72} o
o) e o
o | 8
M~
o _|
© o
o o
N T T T T

20 25 30 35

Predito

60

70 80 90

Predito

Figura 3. Relacdo entre valor predito vs observado de area foliar considerando a variével
largura de folha (L).

Para verificar a coeréncia dos coeficientes de determinacao, estes foram submetidos
ao metodo de validacgdo cruzada, que é uma técnica para avaliar a capacidade de generalizagédo

de um modelo. Esta técnica é amplamente empregada em problemas onde o objetivo da
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modelagem € a predicdo (MARTENS e NAES, 1996). Busca-se entdo estimar o quéo preciso
é este modelo na prética, ou seja, 0 seu desempenho para um novo conjunto de dados (Tabela
4). A validacdo cruzada forneceu valores muito préximos aos originais e até mesmo maiores
em alguns casos como grupo 1, 2 e 3. Estes resultados evidenciam a precisdo em estimar a
area foliar dos gendtipos através da mensuracdo das variaveis CL e L e elaboracdo das
respectivas equacdes matematicas.

Tabela 4. Coeficiente de determinacdo (R?) e validacdo cruzada considerando CL e L.

Total Gl G2 G3
RZ
CxL 0,95 0,94 0,92 0,91
Largura 0,87 0.84 0,82 0,86
Validagdo Cruzada
CxL 0,95 0,94 0,94 0,94
Largura 0,86 0,86 0,86 0,86

Em vista dos valores de R2 elevados quando ndo considerou 0s agrupamentos, mostra
que possivelmente ndo seja necessario estudar a area foliar dos genotipos separadamente, uma
vez que quanto maior valor de R2 (mais préximo de 1) mais ajustado é o modelo adotado.
Brinate et al. (2015) relataram que mesmo com as diferencas entre os gendtipos, o padrdo de
formato da folha permanece semelhante, confirmando a aplicabilidade do método para
estimar a area foliar usando dimensdes lineares de folhas para genotipos melhorados, sem a

ocorréncia de perda de preciséo, tanto para café Aradbica quanto Conilon.

CONCLUSOES
Os genotipos apresentam variabilidade genética, formando grupos distintos pelo

método de Tocher;

Maiores correlagcdes ocorrem entre CL e area foliar, seguido de largura e area foliar;

O produto entre as medidas lineares do comprimento e largura (CL) do limbo foliar
estimam satisfatoriamente a area foliar do cafeeiro, mas também pode ser adotada somente a
variavel largura, devido maior facilidade de medicdo a campo;

A comparacéo entre os valores preditos e observados evidenciou o ajustamento das

equac0es, fato comprovado pela validacao cruzada.
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CAPITULO 4
IMPACTOS DO AUMENTO DE TEMPERATURAS E DEFICIT HIDRICO NA
MAQUINARIA FOTOSSINTETICA DE Coffea spp.

RESUMO: O calor e a seca sdo 0s principais estresses abidticos que limitam o crescimento
das plantas e a produtividade das culturas, e a sua ocorréncia conjunta tende a agravar os
niveis de estresse. Num contexto de crescente preocupacdo com as altera¢fes climaticas, e do
aumento da frequéncia da presenca simultdnea de multiplos estresses, nomeadamente devido
ao aquecimento global e alteracdes de disponibilidade hidrica, e devido & importancia da
cafeicultura a nivel mundial (em particular na regido tropical), levaram-se a cabo estudos com
plantas pertencendo a duas cultivares das principais espécies produtoras: C. arabica L. cv.
Icatu e C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153). Estas plantas
foram submetidas a duas condigdes hidricas: bem regado (Ctl) e seca severa (SD) em
condicGes adequadas de temperatura (25/20°C, dia/noite), apdés o que foram expostas a
temperaturas supra-6timas crescentes até 42/30 °C, e um periodo de recuperacdo de 14 dias
(Recl4), apos o reestabelecimento de condicGes favoraveis de agua (por rega) e temperatura
(25/20 °C). Neste contexto, foram avaliados parametros foliares relacionados com
caracteristicas estomaticas, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, transporte tilacéidal
de elétrons, permeabilidade de membrana e atividades de enzimas da fotossintese. Valores de
potencial hidrico revelaram que estresse hidrico chegou a escala severa (-4,47 e -4,60 MPa em
CL153 e Icatu, respectivamente), consequentemente diminuiu o contetdo de agua na folha,
independente da temperatura. ModificacGes das caracteristicas estomaticas foram promovidas
pela seca e temperatura dependentes da espécie. De modo geral, as plantas bem regadas
toleraram razoavelmente temperaturas supra-Otimas até 37/28 °C para a maioria dos
parametros avaliados (e até 39/30 °C) nalguns deles), mas maiores impactos sdo Vvistos em
42/30 °C, expressos, por exemplo, pelo aumento de F, e diminui¢cdo em F,/Fp.. A seca afetou
todos os parametros de trocas ganosas, dimuindo Pn, gs, E, Amax e aumentando Ci. A
imposicdo conjunta dos estresses tendencia um agravamento no nivel de estresse, embora
alguns parametros ndo sejam modificados (Amax em CL153), assim, a atividade das enzimas
da fotossintese ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase/oxigenasse (RuBisCO) e ribulose-5-fosfato
cinase (Ru5PK), bem como dos fotossistemas para os niveis fisico (captura de energia) e
fotoquimico (transporte de elétrons) foram diminuidos com a imposicao simultanea de seca e
calor. Os fotossistemas foram impactados, mas protegidos por mecanismos fotoprotetores,

como reflectido no aumento dos valores de Y(neg) € On, Mitigando a fotoinativagédo, como se
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pode inferir pela manutencdo de Y(no). Boa capacidade de recuperacdo foi vista para alguns
parametros apos reestabelecimento das condi¢Ges normais de dgua e temperatura para maioria
dos parametros, evidenciando capacidade de resiliéncia do cafeeiro frente as condicdes
ambientais estressantes, embora com a manutencdo de alguma afetacdo (por exemplo, 0
funcionamento dos fotossistemas e transportadores de eletrons). No geral, nossos resultados
mostram a toleréncia dos cafeeiros a temperaturas bem acima do 6timo para a cultura, mas a
sobreposicdo de calor a seca aumenta o nivel de danos, entretanto € visto a atuacdo de
mecanismo de protecdo e capacidade resiliente de recuperacdo ap0s periodo considerado
pequeno de boas condic¢des. Logo, no que se refere as alteragdes climaticas ha possibilidades

de ndo ser tdo catastroficas como estimado anteriormente.

PALAVRAS-CHAVE: alteracGes climaticas, aguecimento global, café, calor, fotoinibicéo,

fotossintese, seca.

IMPACTS OF TEMPERATURE INCREASE AND HYDRICAL DEFICIT IN THE
PHOTOSYNTHETIC MACHINERY OF Coffea spp.

ABSTRACT: Heat and drought are the main abiotic stresses that limit plant growth and crop
productivity, and their joint occurrence tends to aggravate stress levels. In a context of
increasing concern about climate change, and the increasing frequency of simultaneous
multiple stresses, in particular due to global warming and changes in water availability, and
the importance of coffee growing globally (particularly in the tropical region), studies with
plants belonging to two cultivars of the main producing species were carried out: C. arabica
L. cv. Icatu and C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153). These
plants were submitted to two water conditions: well watered (WW) and severe dry (SD) under
appropriate temperature conditions (25/20 °C, day/night), after which they were exposed to
increasing supra-optimal temperatures up to 42/30 °C, and a recovery period of 14 days
(Recl4), after reestablishment of favorable water conditions (by watering) and temperature
(25/20 °C). In this context, leaf parameters related to stomatal characteristics, gas exchange,
chlorophyll a fluorescence, thylakoidal electron transport, membrane permeability and
photosynthesis enzyme activities were evaluated. Values of water potential revealed that
water stress reached the severe scale (-4.47 and -4.60 MPa in CL153 and Icatu, respectively),
consequently decreasing the leaf water content, regardless of temperature. Modifications of

the stomatal characteristics were promoted by species-dependent drought and temperature. In
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general, well-watered plants tolerably tolerated supra-optimal temperatures up to 37/28 ° C
for most of the evaluated parameters (and up to 39/30 °C) in some of them), but higher
impacts are seen at 42/30 °C, expressed, for example, by increase of Fo and decrease in
Fv/Fm. Drought affected all the parameters of gytanous changes, decreasing Pn, gs, E, Amax
and increasing Ci. The joint imposition of the stresses tends to increase in the level of stress,
although some parameters are not modified (Amax in CL153), thus, the activity of
photosynthetic ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RuBisCO) and ribulose-5-
phosphate kinase (Ru5PK) photosynthesis enzymes, as well as photosystems for the physical
(energy capture) and photochemical (electron transport) levels were diminished with the
simultaneous imposition of drought and heat. The photosystems were impacted, but protected
by photoprotective mechanisms, as reflected in the increase of the values of Ynpg) and gN,
mitigating the photoinitiation, as can be inferred by the maintenance of Y o). Good recovery
capacity was seen for some parameters after reestablishment of the normal water and
temperature conditions for most parameters, evidencing coffee resilience capacity in front of
the stressful environmental conditions, although with the maintenance of some affectation (for
example, the functioning of photosystems and electronic conveyors). In general, our results
show the tolerance of the coffee trees at temperatures well above the optimum for the crop,
but the overlap of heat to the drought increases the level of damages, however it is seen the
performance of a protection mechanism and resilient recovery capacity after the period
considered small in good condition. So, with regard to climate change there are possibilities

of not being as catastrophic as previously estimated.

KEY WORDS: climate change, global warming, coffee, heat, photoinhibition,
photosynthesis, drought.

INTRODUCAO

A emissdo e a concentracdo de CO, na atmosfera intensificaram-se em meados do
século XVIII a partir da revolucdo industrial. Desde entdo, com cerca de 280 uL CO, L-t
aumentou de forma constante até 384 uL CO, L-t em 2009, ultrapassando 400 uL CO, L-t em
2014, e estima-se que possa vir a atingir entre 730 e 1020 uL CO, L-t em 2100 (IPCC, 2014;
DAMATTA et al., 2010, 2016; RAMALHO et al., 2013; SANTOS et al., 2014
RODRIGUES et al., 2016). Alem do CO,, outros gases como N,O e CH,; contribuem

diretamente com 1/3 das emissdes, intensificados pelo manejo improprio das lavouras e
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pastagens (VAN BEEK et al., 2010). Como consequéncia do aumento da concentragdo na
atmosfera de gases com efeito de estufa, hd uma parte crescente da radiacdo solar que é
impedida de ser dissipada de volta para o espaco (RAKOCEVIC et al., 2016), ocasionando o
aumento da temperatura do ar. Até 2100 é previsto um aumento que podera situar entre 1,4 e
5,8 °C (IPCC, 2014), alterando a distribuicdo inter e intra-anual da precipitacdo, com periodos
prolongados de seca e/ou com excesso de precipitagdo. Atualmente a seca é ponderada como
uma das principais ameacas a producdo agricola mundial, com sérias estimativas de aumento
nos proximos 30 anos (MISHRA et al., 2016; ZARGAR et al., 2017; MARTINS et al., 2018;
SEMEDO et al., 2018).

As alteracdes climéaticas ameagam diretamente a sustentabilidade da agricultura (XU
etal., 2013; BEACH et al., 2015; TACK et al., 2015), pois as plantas necessitam de condicdes
adequadas para expressar seu potencial de producdo, em quantidade e qualidade (ZULLO et
al., 2011; TOZZI e GHINI, 2016). Estima-se que até 2050 a populacdo mundial chegara a
cerca de 8000 milhdes de pessoas, havendo a necessidade de aumento na producgédo de
alimentos em 70%, comprometendo a seguranca alimentar mundial (DAMATTA et al., 2010).

O estudo dos estresses abiotico em plantas avangou consideravelmente nos ultimos
anos. No entanto, a sua maioria tem-se concentrado em condic¢des individuais de estresses,
sendo que na realidade do campo tensGes distintas podem ocorrer simultaneamente, como no
caso de seca e calor (DAMATTA e RAMALHO 2006; JIANG et al., 2016; DUBBERSTEIN
et al., 2018). Quando examinado o efeito da combinacdo de seca e estresse por calor sobre o
crescimento e a produtividade de algumas culturas agricolas ficou provado o aumento do
efeito prejudicial em comparacdo com cada um das diferentes tensdes aplicadas
individualmente (BARNABAS et al., 2008; JIN et al., 2016). Desta forma, estudos com a
exposicao das plantas a limitacdes ambientais simultaneas sdo indispensaveis para elucidar o
comportamento futuro das culturas em condi¢des de campo.

A ocorréncia de temperaturas elevadas podem modificar a capacidade de uso da
energia solar, alterar a difusdo do gas no mesdfilo foliar (LAMBERS et al., 2008), a
composicdo e conteudo dos pigmentos fotossintéticos (HALDIMANN e FELLER, 2004),
afetar as relagfes hidricas e a demanda por evaporacdo, a fluidez e a estabilidade das
membranas, assim como a sintese e acdo de hormdnios e o teor de metabolitos primarios e
secundarios (WAHID et al., 2007). Implicagdes sobre o equilibrio na nutricdo mineral foram
igualmente reportados (MARTINS et al.,, 2014). Com um leque tdo alargado de efeitos
potenciais, as temperaturas elevadas poderdo afetar a fotossintese e 0s demais processos

fisiologicos fundamentais e, em ultima analise, a homeostase celular (LONG et al., 2006;
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SUZUKI e MITTLER, 2006; KIRSCHBAUM, 2011). Muitos destes impactos sobre o
metabilismo celular sdo igualmente observados sobre estresse hidrico.

O acumulo de espeécies reativas de oxigénio (ROS) é um dos principais efeitos
nocivos dos estresses térmico (SUZUKI e MITTLER, 2006; HASANUZZAMAN et al., 2013;
MARTINS et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016), e hidrico, neste caso devido ao aumento
da energia que ndo é gasta pelo processo fotossintético devido a reducdo da abertura
estoméatica (DAMATTA e RAMALHO, 2006). O aumento descontrolado de ROS pode causar
danos oxidativos nos multiplos componentes célulares, incluindo nos cloroplastos (por
exemplo, na proteina D1, lipidios), RNA e DNA, promovendo impactos ao nivel estrutural e
metabdlico, que podem inclusivamente resultar em morte celular (NOCTOR et al., 2014;
MENEZES-SILVA et al., 2017; YANG et al., 2018).

A cultura do cafeeiro é sensivel as condi¢Ges adversas do clima, sendo 0s estresses
por calor e seca 0s mais temidos, pois afetam severamente o crescimento, desenvolvimento, e
produtividade (DAMATTA e RAMALHO, 2006; OVALLE-RIVERA et al., 2015; SEMEDO
et al. 2018; DAMATTA et al., 2018; 2019). Estudos por meio de modelos preveem reducdes
de area global apropriada para cultivo em cerca de 50% (BUNN et al., 2015; OLLAVE-
RIVERA et al., 2015), inclusive no Brasil e Vietnd (ASSAD et al., 2004; ZULLO et al., 2006,
2011), perdas de producdo no Meéxico, Nicaragua e Tanzania (GAY et al., 2006; SCHROTH
etal., 2009; RAHN et al., 2013; CRAPARO et al., 2015), significativa extin¢do de populacdes
selvagens de C. arabica (DAVIS et al., 2011; 2019). Para além a qualidade do produto pode
ser alterada negativamente, pois a composi¢cdo quimica do grdo e dos percursores
responsaveis pelas suas caracteristicas de sabor, aroma, acidez, amargor apés a torrefacdo é
afetada pelas condicdes ambientais existentes durante o desenvolvimento do fruto,
nomeadamente a temperatura (JOET et al., 2010; BERTRAND et al., 2012; SANTOS et al.,
2015; RAMALHO et al., 2018). No seu conjunto todos estes impactos tém o poténcial de
aumentar a vulnerabilidade da cultura nos niveis agricola, social e econdmico (BACA et al.,
2014).

Estudos recentes mostraram que alguns gendtipos de C. arabica L. e C. canephora
Pierre ex A. Froehner conseguem tolerar temperaturas até 37 °C, bem acima do que era
tradicionalmente considerado, fato atribuido a capacidade das plantas de efetuar diversos
ajustes ao nivel metabolico e molecular (MARTINS et al., 2016; RODRIGUES et al., 2016).
O cafeeiro, pode inclusive beneficiar significativamente do aumento atmosférico de COs,
ainda que com aumento de temperatura do ar, desde que haja adequada disponibilidade
hidrica (DAMATTA et al., 2018; 2019). Contudo, a 42 °C tera ja sido ultrapassado o limite de
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tolerancia das plantas (sujeitas a 380 uL CO, L*

significativos a varios niveis (RODRIGUES et al., 2016; MARTINS et al., 2016). Deve,

contudo referir-se que a resiléncia das plantas até 37 °C ocorreu em condi¢bes de

no ar), pois sao detectados impactos

fornecimento de agua sem restricbes, ficando o questionamento de como serd quando
submetidas em simultaneo a limitacdo de disponibilidade hidrica, algo que ndo foi estudado
para esta cultura. Mas é provavel que ocorra um agravamento no nivel de danos, pois ambas
as limitagdes por afetam directamente os componentes da maquinaria fotossintética (JIANG et
al., 2016). No entanto, dependendo do nivel de tolerancia e de estresse, as plantas mostram
respostas diferentes (MISHRA et al., 2016). Portanto, serd importante estudar os efeitos da
sobreposicao das tensfes abidticas nas plantas para entender suas respostas, pois, respostas
rapidas do metabolismo de células vegetais e aclimatacdo da maquinaria fotossintética sao
fatores-chave para a sobrevivéncia em um ambiente flutuante (NOURI et al., 2015).
Complementarmente, atencdo deve ser dada a capacidade de recuperagdo das plantas apos
periodo de estresse, sempre no contexto dos mecanismos fisioldgicos especificos envolvidos
na adapatacao as mudancas naturais nas condi¢6es ambientais (SONG et al., 2014).

Diante disso surge uma crescente necessidade do estudo dos impactos das mudancas
climéticas considerando combinacdo de seca e calor sob o metabolismo fotossintético em
Coffea spp. Neste contexto, o objetivo deste estudo é avaliar o impacto e 0s mecanismos de
resposta do cafeeiro a exposicdo a temperaturas supra-Otimas e restricdo hidrica, de forma
independente ou em conjunto, de forma a contribuir para a percepcao de possiveis medidas a

ser tomadas e, no seu todo, sustentabilidade futura da cafeicultura.

MATERIAIS E METODOS
Material Vegetal e Condi¢cdes Experimentais

Dois genotipos de café amplamente cultivados, das duas principais espécies
produtoras, C. arabica L. cv. Icatu e C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone
153 (CL153) foram avaliados. Plantas com cerca de sete anos de idade, cultivadas em
camaras de crescimento walk-in (EHHF 10000, ARALAB, Portugal), em vasos de 80 L com
um substrato composto por uma mistura de solo, turfa e areia (3:1:3, v/v/v) e foram mantidas
em condic¢des ambientais controladas de temperatura (25/20 °C, dia/noite), irradiancia (cerca
de 700-800 pmol m? s™), [CO] no ar de 380 uL L™, humidade relativa (75%), fotoperiodo
(12 h) e disponibilidade hidrica sem restri¢es.

Ao iniciar o ensaio as plantas foram submetidas a duas condi¢es hidricas: 1)

Controle (Ctl) - bem regadas, com teor relativo de agua foliar de alvorada (RWC,q) de cerca
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de 95% e potencial hidrico de alvorada (¥)q) até cerca de 0,5 MPa, e 2) seca severa (SD) com
RWCpq <70% e ¥pq < -2,5 MPa). Ap0s cerca de 15 dias para atingir estes niveis e mais 5 dias
de estabilizacio nessas condicdes, a temperatura foi gradualmente aumentada (0,5 °C dia™ da
temperatura diurna) desde 25/20 °C até 42/30 °C, com cinco dias de estabilizacdo a 31/25,
37/28 e 42/30 °C para possibilitar as avaliagbes programadas. Por fim, a temperatura foi
reajustada para 25/20 °C e normalizado o fornecimento de dgua por rega, acompanhando-se a
capacidade de recuperacdo das plantas durante 14 dias (Rec14). O ensaio teve assim um total
de 83 dias desde o inicio de estabelecimento dos niveis de disponibilidade hidricos até ao fim
do periodo de recuperagdo considerado.

Todas as determinacOes foram efetuadas nas temperaturas chave de 25/20, 31/25,
37/28, 42/30 °C e a Recld. Adicionalmente, alguns parametros (ndo destrutivos) foram
também avaliados em temperaturas intermédias (28/23, 34/28, 39/30 °C), assim como ao fim
de 4 (Rec4) e entre 7 e 10 (Rec7-10) dias apds reestabelecimento da temperatura controle e
dos niveis de disponibilidade hidrica.

As determinacfes foram efetuadas em folhas recém-maduras, localizadas na parte
superior (iluminada) de cada planta. Exceto para os parametros de caracterizacdo hidrica
(RWCyy e ¥pq) € as avaliagOes de fluorescéncia da clorofila (Chl) a em condigbes de
adaptacdo as escuridao (Fo e F./Fp), as analises e recolhas de material foram efetuadas ap6s
ca. 2 h de iluminacdo. O material foliar coletado destinou-se a avaliagbes imediatas (por
exemplo quando envolveu o isolamento de cloroplastos), ou foi congelado instantaneamente
em N, liquido e armazenado a -80 °C para analises posteriores (por exemplo, analises de
actividades das enzimas da fotossintese e respiracéo).

Ao longo do experimento as plantas foram mantidas sem restricdes nutricionais,

seguindo as recomendac@es para a cultura.

Relagdes Hidricas Foliares em Pre-Alvorada - Determinacdo do Potencial Hidrico e
Teor Relativo de Agua

A avaliagdo do potencial hidrico foliar de alvorada (%) foi efetuada antes do
“amanhecer” (i.e., antes das luzes das fitoclimas acenderem), normalmente entre as 5 e 7 h da
manha, utilizando uma camara de pressdo tipo Scholander (Modelo 1000, PMS Instrument
Co., Albany, OR, EUA), com nitrogénio gasoso.

Para quantificagio do Teor Relativo de Agua (RWC,q) cortaram-se 8 discos de 0,5
cm? das mesmas folhas usadas para a determinacdo de ¥,. O peso fresco (FW) foi

imediatamente determinado em balanca. Para obter o peso tdrgido (TW) os discos foram
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colocados numa cadmara humida e deixados a reidratar durante 24 h. O peso seco (DW) foi
obtido ap6s secagem dos discos em estufa a 80 °C durante 48 h (até atingir peso constante). O
RWC,q (%) foi calculado através da formula [RWCpq(%) = ((FW — DW)/(TW — DW)) x 100]
(MATOS et al., 2002).

Determinacdes Estomaticas

Impress6es da superficie abaxial da folha foram tiradas e observadas ao microscopio
oOptico usando amostras de cinco plantas, duas folhas por planta, e em cada folha, trés areas
diferentes foram analisadas (RAMALHO et al., 2013b; RODRIGUES et al.,, 2016). A
densidade estomética (DE) foi calculada como o nimero de estdbmatos por unidade de area
foliar, e o indice estomatico (IE) foi calculado como IE=[(estdmatos)/(células totais +
estdmatos)] x 100. Para a determinacdo da area estomatica (AE), 60 estbmatos selecionados
aleatoriamente foram medidos nas mesmas folhas, usando um micrémetro ocular. A area de
cada estomato individual foi calculada como AE = mab, onde a e b s&o 1/2 comprimento e 1/2

largura, respectivamente, assumindo assim que a forma estomatica é uma elipse.

Trocas Gasosas Foliares

As taxas foliares de fotossintese liquida (Pn), assim como as de condutancia
estomatica (gs) e transpiracdo (E) para o vapor de &gua, foram obtidas sob condicdes
fotossintéticas em estado estacionario apés ca. 2 h de iluminagdo (no meio da manha). Foi
utilizado um analisador portéatil de gases infravermelhos de sistema aberto (Li-Cor 6400,
LiCor, Lincoln, NE, EUA), com fornecimento externo de [CO,] de ca. 380 pL L* e
irradiancia de ca. 700-800 pmol m™ s, A eficiéncia instantanea do uso da agua foliar (IWUE)
foi calculada como a razdo Pn/E, representando as unidades de CO, assimilado por cada
unidade de agua perdida através da transpiracao.

A capacidade fotossintética (Amax), representando a taxa de fotossintese maxima
obtida com nivel de luz e [CO,] saturantes, e temperatura 6tima, foi medida em discos de
folhas (1,86 cm?), através da evolucdo da libertacdo de O,, usando um elétrodo de O, tipo
Clark (LD2/2; Hansatech, Kings Lynn, Inglaterra). Anax foi obtido a 25 °C, ca. 7% de CO;
(fornecido por 400 pl de 2 M KHCO;) e aumentando as irradiancias até 1200 pmol m? s™
usando uma lampada Bjorkman (Hansatech) e filtros neutros.

Analise de Fluorescéncia da Clorofila a

Os parametros de fluorescéncia de Chl a foram determinados nas mesmas folhas
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usadas para medicdes de trocas gasosas, usando um sistema PAM-2000 (H. Walz, Effeltrich,
Alemanha), como descrito previamente (RODRIGUES et al., 2016) e seguindo as formulas
discutidas anteriormente (KRAMER et al. 2004; KRAUSE e JAHNS, 2004; SCHREIBER,
2004). As medidas de fluorescéncia minima das moléculas excitadas de Chl a das antenas,
antes da energia de excitagcdo migrar para os centros de reacao (F,), de fluorescéncia maxima,
correspondente a reducdo completa de receptores do fotossistema primério PSII (Fy) e da
eficiéncia fotoquimica méxima de PSIl (F,/F,) foram realizadas em folhas adaptadas ao
escuro durante a noite. F, foi determinada usando uma luz fraca (< 0,5 pmol m? s™); F,, foi
obtida usando um pulso de saturacdo de 0,8 s de ca. 7500 pmol m™? s™ de luz actinica.

Um segundo conjunto de pardmetros foi avaliado em condi¢des de equilibio
dinamico da fotossintese, com 700-800 pmol m™ s de luz actinica e flash saturantes
sobrepostos. Neste conjunto estdo incluidos qc, an, Yay (5¢e), Yweq, Ynoy Fv/Fw’
(KRAMER et al., 2004; KLUGHAMMER e SCHREIBER, 2008) e F¢/Fy‘ (STIRBET e
GOVINDJEE, 2011). F,’, necessario para a determinagdo de fatores de amortecimento
(quenchings) da fluorescéncia foi obtido no escuro imediatamente apos a luz actinica ter sido
desligada e antes da primeira fase rapida da cinética de relaxamento da fluorescéncia. F, /Fn’
representa a eficiéncia fotoquimica real do PSII da converséo de energia sob exposi¢éo a luz.
gL € o quenching fotoquimico e representa a proporcdo de energia capturada pelos centros
abertos PSII e direcionada para eventos fotoquimicos, com base no conceito de antenas PSII
interconectadas. qy € 0 quenching ndo-fotoquimico e representa a dissipacdo sustentada e
fotoprotectora de energia térmica. As estimativas dos rendimentos quanticos de transporte
fotossintético ndo-ciclico de elétrons (Yy)), de dissipacdo de energia ndo regulada (calor e
fluorescéncia) pelo PSII (Yno)) e de dissipacdo de energia regulada pelo PSII (Ynpg)), Onde
[Yu+Ynpo)+Ynoy=1], foram também obtidas (KRAMER et al., 2004; HUANG et al., 2011).
Por fim, avaliou-se a estimativa da constante da taxa de inativacdo de PSII, F¢/F’, (STIRBET
e GOVINDJEE, 2011).

Taxas de Transporte Tilacoidal de Elétrons

As fragcGes membranares subcloroplasticas foram obtidas de um pool de folhas (cerca
de 5 g FW) de 5 a 6 plantas, como descrito previamente para cafeeiro (RAMALHO et al.,
1999). As taxas de transporte de elétrons in vivo associadas a PSI (DCPIPH; — MV) e PSII,
incluindo (H,O — DCPIP) ou excluindo (DPC — DCPIP) o complexo de oxigénio (OEC),
foram medidas com um eletrodo de O, (LW2, Hansatech), utilizando 1 mL da mistura

reacional contendo ca. 100 mg Chl., a 25 °C e sob irradiancia de ca. 3000 pmol m? s
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fornecida por uma lampada Bjorkman (Hansatech).

Quantificacdo de Transportadores Tilacodais de Elétrons

Para o isolamento de cloroplastos para determinagfes dos citocromos utilizaram-se
ca. 10 g FW de tecido foliar, seguindo-se os procedimentos de Spiller e Terry (1980), com
pequenas modificacbes (RAMALHO et al., 1999). As concentra¢es de citocromo bssgp,
bssoLp, bse3 € f foram determinadas de acordo com Houchins e Hind (1984). Os valores foram
obtidos a 545 nm utilizando comprimentos de onda isobest de 528 e 568 nm para o citocromo
bsse € 552 e 572 nm para 0 citocromo bsgs. Um coeficiente de extincdo de 20 mmol/L™ cm™
foi assumido. Os valores para o citocromo f foram obtidos a 554 nm, assumindo um
coeficiente de extincdo de 19,7 mmol/L™ cm™.

Para isolamento das fracGes membranares subcloroplasticas para determinacdo do
PQ-9, utilizaram-se ca. 10 g FW de tecido foliar, seguindo-se os procedimentos de Droppa et
al. (1987), com pequenas modificacbes (RAMALHO et al., 1999). O teor de PQ-9 foi
determinado de acordo com Redfearn e Friend (1962), medindo a diferenca de absorcéo entre
as formas oxidada e reduzida de PQ-9 a 255 nm, em relacdo aos comprimentos de onda

isobest 276 e 308 nm. Um coeficiente de extincéo de 14,8 mmol/Lcm™ foi assumido.

Atividade de Enzimas da Fotossintese

As determinacGes das atividades enziméatica da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (RuBisCO; EC 4.1.1.39) (OSORIO et al., 2006; TAZOE et al., 2008) e
ribulose-5-fosfato cinase (RuSPK; EC 2.7.1.19) (SOUZA et al., 2005), foram adaptadas a
medicdo espectrofotométrica (RuBisCO) e optimizacdo para o cafeeiro (ambas as enzimas)
(RAMALHO et al., 2013b). As amostras foliares de folhas maduras recentemente expandidas
foram colhidas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até
serem analizadas. Foram entdo reduzidas a p6 fino em nitrogénio liquido, retirando-se uma
aliquota de cerca de 100 mg FW que foi macerada num almofariz arrefecido, usando 1 mL de
tampdo de extracdo, constituido por tampdo 100 mM Tris-HCI, pH 8, contendo 10 mM
MgCl;,, 15 mM NaHCOg3, 10 mM B-mercaptoetanol, 2 mM DTT, 1% (v/v) Trition X-100, 2%
(v/v) “Complete-protease inhibitor cocktail” (para proteger as enzimas da acdo de proteases)
(Roche, ref. 04693159001), 4% (p/v) PVPP insoltvel e 10% (v/v) glicerol. Os extratos foram
centrifugados (16000 g, 4 °C, 15 min) e o sobrenadante obtido foi utilizado para a
determinacdo espectrofotométrica das actividades enzimaticas, a 25 °C, num
espectrofotometro UV-Vis (Shimadzu UV-1800, Japéo).
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Atividade da RuBisCO - para a determinacdo da atividade da RuBisCO utilizou-se o
tampéo de medida 50 mM Tris-HCI, pH 8,0, contendo 25 mM MgCl,, 0.1 mM, EDTA, 15
mM ATP, 0.1 mM NAPH, 10 mM Fosfocreatina, 8 U/mL, 12 U/mL creatina fosfocinase
(CPK), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (G3PDH), 10 U/mL é&cido 3-fosfoglicérico
fosfocinase (PGAK). Para a determinacdo da atividade inicial da RuBisCO adicionou-se 0.6
mM ribose-5-fosfato e posteriormente 10 pul. de amostra, seguido de leitura imediata
(modificado de RAMALHO et al., 2003; OSORIO et al., 2006). Para determinagéo atividade
total da RuBisCO adicionou-se 10 uL de amostra, seguindo-se um periodo de incubacéao de 20
min, findo o qual se iniciou a rea¢cdo com a adi¢do de 0.6 mM ribose-5-fosfato num volume
final de 1 mL. O ensaio espectrofotométrico segue a oxidacdo do NADH dependente do 3-
PGA a 340 nm.

Atividade da Ru5PK - a determinacdo da atividade da Ru5PK foi efetuada de acordo
com 0 metodo de Souza et al. (2005), como descrito em Ramalho et al. (2013). De forma
sucinta, adicionou-se 20 puL do sobrenadante (referido acima nos procedimentos gerais de
extracao), na célula de espectrofotdbmetro com o meio de ensaio de tampao 100 mM Tris-HCI,
pH 8.0, contendo 8 mM MgCl,, 40 mM KCI, 20 mM fosfoenolpiruvato, 5 mM ATP, 1 mM
NADH, 20 mM DTT, 8 U piruvato cinase, 10 U mL™ lactato desidrogenase e 5 U mL™
fosforiboisomerase. Ap6s um periodo de incubacdo de 15 min, a reagdo foi iniciada com a
adicdo de 10 pL de 500 mM ribose-5-fosfato, seguindo-se espectrofotometricamente a
oxidacdo do NADH a 340 nm.

Permeabilidade Membranar

Para esta avaliagdo usaram-se 10 discos foliares (0,5 cm? cada), que foram
imediatamente lavados 3 vezes com agua desmineralizada, colocados em frascos com 10 mL
com agua desmineralizada e mantidos a ca. 20 °C (DIAS et al., 2010; RAMALHO et al.,
2013). A perda de eletrolitos foi medida até a sua estabilizacdo (ca. 22 h), usando um medidor
de condutividade (Crison GLP31, Crison Instruments, S.A., Espanha). A condutividade total
foi obtida apds os frascos com os discos serem expostos a 90 °C por 2 h em estufa e
posteriormente resfriados. A perda de eletrélitos pelas membranas as 22 h foi calculada como

a porcentagem da condutividade total.

Analise Estatistica
Os parametros medidos e calculados foram analisados por meio de uma ANOVA

two-way (P<0,05) para quantificar as diferengas entre as duas condigdes hidricas, entre as



Tabela 1. Avaliagdo do potencial hidrico (¥,q) e Contetido Relativo de Agua (RWC,q) foliar, em plantas de
Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu, submetidas a duas condigdes
hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD) e crescentes niveis de temperatura [controle (25/20
°C, dia/noite), e temperaturas supra-6timas de 31/25, 37/28 e 42/30 °C], e recuperacdo ao fim de 4 dias
(Rec4), 7 a 10 dias (Rec7-10) e 14 dias (Rec14). Os valores representam a média * erro padrao (n=4-6). As
médias seguidas por mesmas letras maidsculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e mesma letras

minuasculas (a, b) entre niveis de 4gua ndo diferem estatisticamente. A andlise foi efetuada separadamente
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diversas temperaturas, e sua interacdo, seguido pelo teste de Tukey para comparacGes de
médias. Cada ANOVA foi realizada independentemente para cada um dos genotipos

estudados. Um nivel de confianca de 95% foi adotado para todos os testes.

RESULTADOS
Potencial Hidrico e Contetido Relativo de Agua

O valores de pré-alvorada (ou predawn) do potencial hidrico (¥,) e Contetdo
Relativo de Agua (RWC,q) foliar de CL153 e Icatu foram severamente diminuidos com a
imposicdo do estresse hidrico e a sobreposicdo dos dois estresses provocou ainda maiores
reducbes nas plantas de ambas as espécies. O aumento de temperatura ndo teve impacto

significativo nestes parametros hidricos (Tabela 1).

para cada gendtipo.

Genodtipo Agua

Temperatura (dia/noite)

25/20 °C 31/25 °C 37/28 °C 42/30 °C Rec 4 Rec 7-10 Rec 14
Potencial hidrico (¥4, MPa)
CL 153 Cctl -0,31+0,06aA -0,54 +£0,03aA -0,64 £0,17aA -0,77 +£0,34aA -0,73 £0,21aA -0,50 £ 0,00aA -0,66 £ 0,07aA
SD -3,85+0,44bB -3,56 +0,23bB -4,47 £0,31bB -4,38 £0,15bB -1,01 £0,16aA -1,10 +0,22aA -0,93 £0,11aA
lcatu ctl -0,34+0,02aA -0,51+0,07aA -0,55+%0,03aA -0,70+0,18aA -0,60 +0,07aA -0,60 £ 0,04aA -0,49 £ 0,05aA
SD -3,69+0,19bB -4,60 +0,32bC -4,46 £0,33bC -4,14 £0,45bC -0,79 £0,22aA -0,46 +0,07aA -0,54 £ 0,09aA
Conteudo Relativo de Agua (RWCyy, %)

Ctl 91,1+1,2aA 93,7 £0,8aA 92,0 £ 1,5aA 94,6 £0,6aA 94,11 1aA 93,8 + 1,4aA 90,8 £ 1,3aA

CL 153 sSD 57,5+ 4,4bB 61,5+ 4,6bB 59,1+ 3,1bB 552+7,90B  90,5+52aA 90,0 +3,83A 88,4 £ 1,6aA

lcatu Ctl 96,2 +1,1aA 925%05aA 944+09aA 953+05aA 943+12aA 96,8%0,7aA 92,4 £ 0,7aA

SD 60,7 £ 2,5bB 53,1+ 3,1bC 51,7 +4,8bC 47,3 +£1,5bC 90,0 + 4,2aA 93,2 + 1,4aA 89,9 + 1,8aA

Nas plants SD os valores de ¥,q atingiram minimos de -4,47 MPa no CL153 a 37/28

°C, e de -4,60 MPa em Icatu a 31/25 °C, mas sem diferencas para os valores a 42/30 °C. De
igual modo 0o RWCyq foi severamente diminuido, atingindo valores entre 55,2 e 61,5% no
CL153, e 47,3 e 60,7% em Icatu, com os valores minimos de RWCyq a serem observados na
temperatura de 42/30 °C em ambos 0s genotipos.

As plantas bem regadas mantiveram potenciais similares independente do aumento
de temperatura, variando de -0,31 a -0,77 MPa nas plantas de CL 153 e -0,34 a -0,70 em
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Icatu, enquanto o RWC,q se manteve acima de 90% independente da temperatura e para
ambos os genotipos. No periodo de recuperagéo os valores de ¥,q e RWC,y aumentaram de
forma consideravel logo ao fim de 4 dias (e até ao final do periodo analisado), ndo mostrando

diferencas em relacao as respectivas plantas controle.

Caracteristicas Estomaticas
Apesar de alguma flutuacdo, o valor de densidade estomética (DE) em CL153 nao
foi significativamente alterado com a imposicdo do estresse hidrico, mas aumentou
gradualmente com a imposi¢do do calor, apresentando diferenca significativa a 42/30 °C.
Diferentemente, Icatu mostrou reducdo da DE com a imposi¢éo individual de seca severa e
temperatura (s6 a 42/30 °C), atingindo valores ainda mais baixos com a sobreposicdo de
estresses (plantas SD a 42/30 °C).
Tabela 2. Avaliacdo da densidade estomatica, indice estomético e area estomatica de folhas de
Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu submetidas a duas
condicdes hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD); e crescentes niveis de
temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de 31/25, 37/28, 42/30
°C e recuperacao ao fim 14 dias (Rec 14). Os valores representam a média + erro padrao (n=6).
As médias seguidas por mesmas letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e
mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de agua ndo diferem estatisticamente. A anélise foi

efetuada separadamente para cada genotipo.

Temperatura (dia/noite)

Gen6tipo  Agua

25/20°C 31/25°C 37/28 °C 42/30 °C Recl4
Densidade estomética (nimero estomas mm™)
CL 153 Ctl  249,95+10,02aB 271,95+ 12,93aAB 293,00 +£15,07aAB 320,98 +£12,34aA 310,73 +£18,47aAB
SD 274,89 +14,38aB 288,22 £29,03aAB 253,49 + 11,67aAB 308,64 £13,78aA 279,01 + 16,64aAB
lcatu Ctl 229,63 +21,96aA 226,33 +10,41aAB 227,16 +10,76aA 179,93 £5,48 aB 167,12 +7,71 bB
SD 196,70 £11,71bA 177,77 £14,54bB 213,99 +9,30bA 163,13 + 6,72bB 184,36 £ 11,0aB
indice estomatico (%)
CL 153 Ctl 18,62 + 0,65aA 15,69 £ 0,26 aA 15,62 +0,26 aA 17,64 £ 0,41 aA 16,75+ 0,75 aA
SD 16,68 £ 0,30 aA 17,58 £ 0,76 aA 15,81 £ 0,80 aA 17,46 £ 0,55 aA 17,79 £1,08 aA
lcatu Ctl  18,31+0,52aA 18,10 £ 0,36 aA 18,91+ 0,35 aA 16,94 £ 0,56 aA 18,12 £ 0,57 aA
SD 19,14 +0,71aA 17,61 +0,70 aA 18,42 £ 0,68 aA 17,86 £ 0,52 aA 19,31 +0,65 aA
Area estomética (um?)
CL 153 Ctl 272,51 + 6,81aA 202,71 + 4,48bC 178,64 +5,81bD 164,69 + 2,77bD 230,62 + 4,61aB
SD 203,68 + 6,60bC 253,86 + 8,87aA 224,87 £5,07aBC 206,91 +3,09aC 232,80 * 3,82aAB
lcatu Ctl 280,16 £9,49bAB 211,46 £ 6,83aD 240,02 + 3,94aC 259,53 + 4,84aBC 294,48 + 5,56aA
SD 299,57 +16,87aA 203,94 + 6,61aC 219,40 £ 5,51bC 244,68 + 4,45aB 289,84 + 6,06aA

A é&rea dos estbmatos de CL153 diminuiu em condigdes de estresse hidrico (a 25/20

°C) e do aumento de temperatura (plantas Ctl), com o valor minimo a 42/30 °C. Com ambos 0s
estresses este parametro foi menos afectado que nas plantas Ctl, e, invertendo a relacéo

existente a 25/20 °C. Em Icatu o tamanho dos estdmatos aumentou apenas com a seca. Em
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ambos os tratamentos hidricos ocorre uma redugdo da area dos estbmatos com o aumento de
temperatura. Contudo este decréscimo foi muito superior em SD, de tal forma que Ctl apresenta
um maior valor a 37/28 °C, apesar de ndo haver diferencas entre Ctl e SD a 42/30 °C. Esta
proximidade de valores manteve-se no periodo de recuperacdo, durante o qual os valores
tenderam para miveis semelhantes aos do inicio do experimento (25/20 °C).

O indice estomético ndo mostrou alteracdes significativas para nenhuma condicao

imposta.

Trocas Gasosas Foliares

A taxa fotossintética liquida (P,) foi significativamente diminuida em ambos os
gendtipos pela exposicdo individual ao estresse hidrico. O mesmo ocorreu para as taxas de
condutancia estomatica (gs) e transpiracdo (E), para a [CO.] interna (C;), a eficiéncia
instantdnea do uso da agua (IWUE), e para a capacidade fotossintética (Amax) (Tabela 3).

Por seu lado, a exposicdo apenas ao aumento de temperatura (portanto em plantas
regadas) provocou impactos diferentes nestes mesmos parametros, consoante o genotipo. Nas
plantas de CL153, a P, foi claramente afetada a 39/30 °C e 42/30 °C, enquanto Icatu
apresentou decréscimos significativos a partir de 34/28 °C. Em ambos os casos, a gs decresceu
precisamente & temperatura em que P, foi afetada. Apesar de C; ndo ter diminuido nessas
temperaturas, notou-se que o potencial fotossintético em ambos os genotipos foi afetado
apenas acima de 37/28 °C.

A exposigdo simultdnea a ambas as condi¢Oes de estresse provocaram 0S maiores
impactos. Nos dois genétipos a P, apresentou valores nulos (ou mesmo negativos) desde a
temperatura de 31/25 °C, apesar da gs se manter a valores igualmente baixos de 25/20 °C até
42/30 °C. Esse fecho estomatico ndo evitou, contudo o aumento da perda de agua por
transpiracdo das plantas SD com o aumento da temperatura, apesar de num valor muito
inferior ao das plantas Ctl. E notavel que Anax mantenha valores relativamente proximos dos
observados nas plantas Ctl a 42/30 °C em ambos os gendtipos. As plantas SD de CL153
mantiveram valores de Apax de 25/20 °C até 42/30 °C, sugerindo auséncia de impacto
agravado pela exposicdo em simultanea a falta de 4gua e calor. J& em Icatu, observou-se um

impacto acrescido de ambos 0s estresses em simultdneo, mas apenas a 42/30 °C.
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Tabela 3. Avaliacdo das taxas de fotossintese liquida (P,), condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), transpiracdo (E), e capacidade fotossintética (Amax), assim como os valores
da concentracdo interna de CO, (C;), eficiéncia intrinseca do uso da agua (iWUE) em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu submetidas a duas
condicdes de agua: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD); e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de 28/23, 31/25,
34/28, 37/28, 39/30, e 42/30 °C, e recuperacdo ao fim de 4 dias (Rec4), 7-10 dias (Rec7-10) e 14 dias (Rec14). Os valores representam a média £ erro padrdao (n=6). As médias
seguidas por mesmas letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de dgua ndo diferem estatisticamente. A andlise foi
efetuada separadamente para cada genotipo.

Gendtipo

Agua

Temperatura (dia/noite)

25/20 °C 28/23°C 31/25°C 34/28 °C 37/28°C 39/30 °C 42/30°C Recd Rec7-10 Recl4
P, (umol CO, m?s™)
cLis3 Ct 5,68 + 0,48aA 3,85 + 0,46aAB 3,72 £ 0,25aAB 3,29 £ 0,51aBC 4,20 £ 1,17aAB 1,23 +0,18aC 1,24 +0,30aC 291£035aBC  3,11£0,20aBC 4,33 % 0,10aAB
SD 1,01 % 0,65bA 0,43 +0,19bB -0,09 + 0,16bB 0,00 + 0,25bB -0,16 + 0,25bB -0,25 + 0,07bB -0,48 £ 0,18bB 1,51 % 0,29bB 3,87 £ 0,592A 4,13 £ 0,54aA
lcay  Ctl 5060408AB  443:041aABC  416+037aABCD  2,77:+0,26aCD 2,76 +0,36aCD 2,71+0,39aD 2,85+041aCD  4,17+0,15aBCD 5,31+ 0,44aAB 6,12 + 0,48aA
SD  0,41+0,29bCD 0,14 +0,26bD -0,35 + 0,07bD -0,01 + 0,26bD 0,15+ 0,16bD -0,13 + 0,07bD -0,13 + 0,15bD 1,87 +0,35bC 3,61 +0,65bB 5,39 + 0,46aA
gs (mmol H,0 m?s?)
cLis3 Ct 433 £ 6,9aB 52,8 + 2,6aA 32,7 £ 4,2aAB 32,8 £ 3,2aAB 52,6£11,2aA 27,7 + 8,5aB 21,3 + 4,2aB 27,7 + 3,6aB 36,6 £ 3,6aAB 37,2 + 3,5aAB
SD 10,7 £ 6,80C 9,7 £2,2bC 10,6 + 1,7bC 7,4 +1,1bC 9,0£1,5bC 5,6 +0,6bC 7,0 +1,00C 17,0 + 3,5aBC 50,9 + 8,3aA 40,0 + 8,7aAB
cas CHl 48,7 £51aBC 435 +8,8aC 42,7 +8,8aC 29,3+ 2,9aC 28,6+4,6aC 51,3 + 8,6aBC 77,4+ 12,33AB 578+36aABC  785+123aAB 77,7+ 132aAB
SD 11,4 +2,7bC 6,6 + 1,00C 6,2 +0,8bC 6,6 +1,4bC 4,8+1,2bC 6,3 +0,4bC 5,0 + 0,5bC 19,4 + 1,80BC 49,0 + 6,7bAB 66,8 + 9,58A
Ci(uLLh
cLis3 Ct 160,2 + 29,1bA 248,3 + 20,9bA 166,5 * 18,3bA 250,2 + 15,0bA 2350 + 19,0bA 2575+ 17,0bA 267,2 + 16,3bA 186,0 £ 5,8aA 218,7 + 7,50A 155,0 £ 15,4aA
SD  3120+629aABCD 352,2+37,9a4ABC  397,4+237aA 3416 +51,5aABC  376,7 + 42,52AB 410,4 + 13,92A 4228+3052A  2182+36,3aCD 251,7+11,0aBCD  184,3 % 27,2aD
caws Ctl 166,7 + 44,1bA 203,0 £ 67,4bA 197,9 + 29,8bA 220,1 % 20,3bA 194,7 £ 27,0bA 2583 £ 5,3bA 267,8 £ 15,3bA 237,2 % 3,2aA 233,7 12,33A 204,8 £ 14,7aA
SD  317,5+20,6aBCDE 3484 +530aABCD 4524 +158aA 3452+ 475aA  2748+322aABCD 3786 +17,7aABC  414,7+215aAB 213,52 20,8aE 2053+17,8aE 2530 + 41,6aDE
E (mmol H,0 m?s™)
cLiss Ctl  0400t0066aD  0835:0104aBC 0051+0053aBCD 1026+04622A  1818:0371aAB 1328%0287aABC 1201%0210aABCD 0520+0055aCD 0567 +0049aCD 0,616 +0,064aCD
SD  0136+0086aA  0209+0037bA  0406+0065bA  0310+0,047bA  0480+0,034bA 0,329 +0,033bA 0479+0,071bA  0,354+0,070aA  0,640+0,076aA 0,549 + 0,093aA
lcay  Ctl  0362£0064aD  0923£0190aCD  0916+008laCD  1134+0,06%aC  1278+0217aC  2,080+0,237aB 2938+0435aA  1,015+0,071aCD 1,003 +0,050aCD 0,969 + 0,080aCD
SD  0145+0023aB  0089+0050bB 0,208 +0,034bAB 0,280+ 0,056bAB 0,245+ 0,056bAB 0,362 + 0,022bAB 0,327 £0,040bAB 0,401 + 0,030bAB 0,540 + 0,084bAB 0,833 % 0,116aA
iWUE (mmol CO, mol-1 H,0)
cLis3 Ct 12,10 £ 2,66aA 371£0,29aCD  398%0,22aBCD 2,18 % 0,36aCD 2,63 £0,57aCD 1,03 + 0,16aD 0,87 £ 0,19aD 554+0,11aBC  560+0,28aBC 8,04 % 1,01aAB
SD  458+174bBC  279+117aBCD  0,74+033bCD  2,80+118aBCD 2,23+ 1,62aBCD -0,72 +0,15aD 0,61 +0,05aCD 474+1,00aBC 5852 0,61aAB 9,10 + 1,80aA
cas Ct 15,31 + 3,19aA 4,53 +0,91aB 4,38 +0,78aB 2,16 +0,23aB 3,05+ 0,87aB 1,29 % 0,10aB 1,18 £ 0,19aB 4,18 +0,14aB 5,27 +0,30aB 6,38 + 0,22aB
SD  3,03+0,95bAB 2,39+ 1,16aAB 3,42 + 2,292AB 3,85 + 2,06aAB 1,18 £ 0,46aB 0,18 + 0,09aB 0,13 + 0,02aB 4,50 + 0,62aAB 6,85 + 0,83aA 7,25 + 0,82aA
Amax (HmOl O, m_z s-l)
ctl 12,1+ 1,4aAB - 13,8+ 1,9aAB - 13,5 + 2,33AB - 83 +0,3aB 9.4 + 1,8aAB 15,2 + 2,2aA 12,8+ 1,1aAB
CLISS  of 7.1 +0,7bAB - 9,7 + 2,4bAB - 8,5+ 1,1bAB - 7.6+ 2.5aAB 8,3 + 0,9bAB 10,8 + 0,80A 103+ 1,7bAB
ctl 11,1+0,9aBC - 15,3 + 2,0aAB - 10,8 +1,7aC - 54 +1,0aD 13,5 + 1,33ABC 16,4 + 1,2aA 14,9 + 1,04ABC
Icatu ) 8,8+ 1,2bBC ; 12,0 £ 2,5bAB ; 7.8+ 1,4bC ; 4,1+ 0,4aD 10,8 + 2,0bABC 13,0 £ 0,6bA 10,8 + 1,8bABC
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A eficiéncia instantdnea do uso da agua (iWUE) foi fortemente afetada pela seca em
ambos os gendtipos (plantas SD a 25/20 °C). Adicionalmente, o aumento de temperatura
ocasionou os maiores decréscimos de iIWUE, com valores muito baixos a 39/30 °C e 42/30 °C.
De notar que para as temperaturas de 34/28 °C e superiores ndo houve diferenca entre plantas Ctl
e SD em ambos 0s genotipos. Apos reestabelecimento das condicGes hidricas e de temperatura as
plantas Ctl e SD de ambos o0s gendtipos apresentaram recupera¢do do iWUE, sem contudo
atingirem os valores iniciais.

Contudo, deve notar-se que alguns dos impactos permaneceram ao longo do tempo no
periodo de recuperacdo, de forma parcialmente distinta entre genétipos e devido a imposicéo
simultanea de estresses. Para a P, enquanto as plantas de Icatu-Ctl apresentam total recuperagéo
em Rec7-10, tal s6 sucede para Icatu-SD em Recl4, apesar dos valores de gs € Amax terem
recuperado em ambos 0s grupos de plantas ja a Rec7-10. Anax apresenta recuperacao total a Rec4
para Icatu-Ctl e Rec7-10 para Icatu-SD, mostrando valores significativamente maiores nas
plantas Ctl no final do experimento. Deve igualmente notar-se que no final do experimento 0s
valores de gs foram tendencialmente superiores aos iniciais. Ja as plantas de CL153 mostraram
uma recuperacao mais lenta e incompleta. Para a Py, as plantas Ctl e SD apenas se aproximam
dos valores iniciais em Rec14, ainda que Anax mostre total recuperacdo em Rec7-10 nas Ctl, mas

ndo mostre total recuperagdo nas SD em Rec14.

Analise de Pardmetros da Fluorescéncia da Clorofila a

O obtencdo de valores da fluorescéncia da clorofila a, o célculo de diversos parametros
(Tabela 4), assim como a sua analise, permitem uma identificacdo e caracterizacdo mais
detalhada dos pontos de impacto no funcionamento da maquinaria fotossintética. Em ambos 0s
gendtipos a fluorescéncia inicial (F,) ndo mostrou impacto da seca, e aumentou
significativamente devido a temperatura apenas a 42/30 °C, principalmente nas plantas Ctl.
Apesar da interacdo de estresses diminuir o impacto (SD), as plantas Ctl recuperaram totalmente
jaem Rec4, mas as SD apenas em Rec7-10.

Sob seca (a 25/20 °C), a eficiéncia fotoquimica maxima do PSIl (F./Fy) foi afetada
apenas em CL153, enquanto o efeito significativo da temperatura ocorreu apenas a 42/30 °C em
ambos os gendtipos. Nesta temperatura, a interacdo de estresses ndo aconteceu em CL153, e
aliviou o impacto em Icatu (plantas SD). Contudo, apesar das plantas Ctl apresentarem
recuperacdo completa apenas em Recl4, o0 mesmo ndo se passa nas plantas SD que por essa
altura continuaram a mostrar um valor um pouco abaixo do Ctl inicial em ambos 0s genotipos.

Tal evidencia uma interacdo com impacto negativo que permanece para l& da presenca das
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condicgdes de estresse no funcionamento do fotossistema Il (PSII), ligado ao agravamento da
severidade do estresse conjunto relativamente aos estresses individuais, ainda que as plantas SD
de Icatu tenham sido menos afectadas a 42/30 °C.

Apesar de haver algumas diferencas, particularmente na extensdo dos impactos, padréo
semelhante foi igualmente observado noutros parametros. A estimativa do rendimento quantico
do transporte nédo ciclico de elétrons (Yq;) mostrou impacto significativo da seca e da
temperatura (apenas a 42/30 °C). Nesta temperatura as plantas SD de ambos os gendtipos
mostraram valores semelhantes entre si e sem diferenca significativa para o valor inicial a 25/20
°C. Contudo, dado que os valores sdo bastante baixos, ndo é possivel assegurar que ndo tenha
havido interacéo (positiva ou negativa) dos dois estresses. De fato, a recuperagdo de Y foi lenta
e incompleta no final do experimento, sem diferencas entre plantas Ctl e SD em cada gen6tipo,
apesar de em Rec4 as plantas SD parecerem recuperar mais rapidamente. Desta forma, parece
ndo haver interacdo negativa dos dois estresses no Y .

Também o coeficiente de extingdo fotoquimico (q.) e a eficiéncia fotoquimica da
conversdo de energia do PSIlI em condi¢bes de equilibrio dindmico da fotossintese (Fy,/Fn’)
seguiram um padrdo semelhante ao dos parametros anteriores, todos eles relacionados com a
capacidade de uso da energia capturada pelas antenas e processada ao nivel do PSII. Assim,
ambos 0s genotipos mostraram um impacto significativo da seca a 25/20 °C. Apesar disso, em
diversas temperaturas (até 31/25 °C em Icatu, e 39/30 °C em CL153) g, ndo mostrou diferencas
entre as plantas Ctl e SD. Adicionalmente, as plantas Ctl mantiveram os valores de . mesmo a
42/30 °C, enquanto o F, /Fr,’ SO a essa temperatura foi significativamente afetado, mais em Icatu
que em CL153. Contudo as plantas de Icatu (Ctl e SD) recuperam totalmente F, /Fy,’ logo em
Rec4, e CL153 em Rec7-10, ao passo que g. ndo mostra diferenca significativa entre Rec4 e a
temperatura inicial apenas para Icatu (apesar dos valores médios de ambos os gendtipos serem
algo inferiores, mesmo em Rec14).

No que diz respeito aos parametros que refletem processos de dissipacdo de energia,
verificou-se que o rendimento quantico da dissipacéo de energia regulada de PSII (Y(neq)), € 0S
coeficientes de extincdo ndo-fotoquimica (NPQ e qy), relativos aos mecanismos de defesa da
planta através da dissipacdo da energia em excesso, mostraram padrdes de variagdo semelhante
entre si e inversa a outros parametros descritos acima Uma vez mais, observou-se um impacto
significativo da seca e da temperatura (apenas a 42/30 °C em ambos os gendtipos) quando
aplicados individualmente. Sublinhe-se a auséncia de variacao significativa mesmo a 39/30 °C.
N&o houve interacdo de estresses mesmo na temperatura maxima, onde as plantas SD apresentam

valores semelhantes aos observados a 25/20 °C.
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Tabela 4. Parametros de fluorescéncia da clorofila a em Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu, submetidas a duas condi¢des hidricas:
Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD); e a crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de 28/23, 31/25, 34/28, 37/28,
39/30, 42/30 °C e recuperacdo ao fim de 4 dias (Rec4), 7 a 10 dias (Rec 7-10) e 14 dias (Rec 14). Os parametros incluem a fluorescéncia inicial (Fo); méaxima eficiéncia
fotoquimica do PSII (F./Fy); estimativa do rendimento quantico do transporte nao ciclico de elétrons (Yy); o rendimento quantico da dissipagdo de energia regulada de PSII,
(Ynegy); 0 rendimento quantico da dissipagédo de energia nédo regulada (calor e fluorescéncia) de PSII, (Ynoy); dissipagdo térmica sustentada fotoprotetora (qu); tempera
fotoguimica baseada no conceito de antenas PSII interconectadas (qy); a eficiéncia fotoquimica do PSII real da converséo de energia (F, /F,,"); e 0 preditor da constante de taxa
de inativacdo de PSII (Fs/F,, ). Os valores representam a média + erro padrdo (n=6). As médias seguidas por mesmas letras mailsculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e
mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de dgua ndo diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente para cada gendtipo.

Gendtipo  Agua

Temperatura (dia/noite)

25/20 °C 28/23°C 31/25°C 34/28 °C 37/28 °C 39/30°C 42/30 °C Rec4 Rec7-10 Rec14
FO
CL 153 Ctl 0,210 + 0,004aB 0,216 + 0,005aB 0,223 +0,007aB 0,195 + 0,007aB 0,288 + 0,021aB 0,211 + 0,006aB 0,499 + 0,038aA 0,265 + 0,010bB 0,203 +0,011aB 0,248+0,005aB
SD 0,233 + 0,008aABC 0,275+ 0,016aABC 0,204 £ 0,013aBC 0,182 +0,013aC 0,214 +0,018aBC 0,232 +£0,017aABC 0,349 + 0,020bA 0,353 + 0,020aA 0,214+0,008aBC 0,312+0,007aAB
lcatu Ctl 0,251 +0,007aB 0,282 + 0,007aB 0,265 + 0,006aB 0,224 + 0,009aB 0,336 + 0,016aB 0,214 + 0,004aB 0,650 + 0,062aA 0,270 + 0,007aB 0,206 +0,017aB 0,237+0,011aB
SD 0,244 + 0,005aAB 0,241 + 0,006aAB 0,220 + 0,009aAB 0,217 + 0,012aAB 0,226 + 0,012bAB 0,246 + 0,010aAB 0,343 + 0,015bA 0,329 + 0,009aAB 0,201 +0,003aB 0,295+0,007aAB
Fu/Fm
CL 153 Ctl 0,770 + 0,008aAB 0,784 + 0,005aAB 0,794 + 0,003aAB 0,793 + 0,006aA 0,789 + 0,007aA 0,765 + 0,008aAB 0,635 + 0,025aC 0,728 +0,017aB 0,725 +0,013aB 0,759 + 0,009aAB
SD 0,705 + 0,025bAB 0,713 £ 0,026bAB 0,724 £ 0,024bAB 0,769 + 0,008bA 0,759 £ 0,012bA 0,744 + 0,015bAB 0,631 £ 0,021bC 0,673 £0,014bB 0,688 + 0,015bB 0,718 + 0,007bAB
lcatu Ctl 0,753 + 0,005aA 0,746 + 0,006aA 0,766 + 0,005aA 0,772 £ 0,009aA 0,744 + 0,009aA 0,782 + 0,005aA 0,458 £ 0,063bB 0,723 £ 0,011aA 0,736 + 0,009aA 0,734 £ 0,010aA
SD 0,761 + 0,008aA 0,778 + 0,009aA 0,785 + 0,008aA 0,766 + 0,008aA 0,743 + 0,004aAB 0,737 +0,014aAB 0,671 +0,011aB 0,704 + 0,010aAB 0,718 + 0,006aAB 0,719 + 0,007aAB
Yy
CL 153 Ctl 0,358 + 0,044aABC 0,327 £ 0,033aABC 0,391 +0,027aAB 0,325 + 0,036aABC 0,401 + 0,013aA 0,279 + 0,038aABCD 0,219 +0,019aCD 0,138 £0,009aD 0,229 + 0,051aBCD 0,253 + 0,028aABCD
SD 0,065 + 0,010bA 0,194 + 0,031bA 0,160 + 0,030bA 0,140 £ 0,021bA 0,157 £ 0,021bA 0,177 £ 0,036bA 0,069 + 0,008bA 0,190 + 0,018aA 0,177 £ 0,022aA 0,198 + 0,012aA
lcatu Ctl 0,356 + 0,029aA 0,305 + 0,012aABC 0,361 + 0,014aA 0,301 +0,038aABC 0,309 + 0,019aABC 0,318 + 0,029aAB 0,085 +0,020aD 0,187 £0,013aCD 0,203 +0,013aBCD 0,265 + 0,022aABC
SD 0,136 +0,013bABCD 0,227 +0,029aABC 0,206 + 0,035bABC 0,120 + 0,018bBCD 0,130 + 0,019bABCD 0,096 + 0,019bCD 0,065 +0,011aD 0,230 £0,027aAB 0,232 £ 0,019aAB 0,252 + 0,020aA
Yo
CL 153 Ctl 0,245 + 0,043bA 0,346 + 0,033bA 0,245 + 0,037bA 0,345 + 0,024bA 0,243 £ 0,022bA 0,309 + 0,056bA 0,476 £ 0,028bA 0,475 + 0,032aA 0,238 + 0,060aA 0,331 +0,036aA
SD 0,615 + 0,021aAB 0,499 + 0,033aAB 0,468 + 0,050aABC 0,511 +0,027aAB 0,412 £ 0,047aABC 0,469 + 0,072aABC 0,633 + 0,022aA 0,376 + 0,043aBC 0,225 +0,038aC 0,426 +0,028aABC
lcatu Ctl 0,295 + 0,034bAB 0,317 £ 0,021bAB 0,241 £ 0,015bAB 0,321 £ 0,034bAB 0,277 £ 0,017bAB 0,316 £ 0,035bAB 0,356 + 0,039bAB 0,440 + 0,021aA 0,163 + 0,049aB 0,191 + 0,024bB
SD 0,585 +0,026aAB 0,499 +0,034aABC 0,472 +£0,061aABC 0,558 + 0,047aABC 0,460 = 0,045aABC 0,619 + 0,039aAB 0,649 + 0,021aA 0,410 + 0,052aCB 0,114 +0,029aD 0,343 +0,028aC
Yno)
CL 153 Ctl 0,397 + 0,015aB 0,327 £ 0,018aB 0,364 + 0,029aB 0,329 + 0,016aB 0,356 + 0,024aB 0,412 + 0,032aB 0,305 +0,017aB 0,388 + 0,034aB 0,533 + 0,050aA 0,416 + 0,025aB
SD 0,320 + 0,026aB 0,306 + 0,014aB 0,372 +0,030aB 0,349 + 0,015aB 0,432 + 0,035aB 0,354 + 0,047aB 0,298 + 0,019aB 0,434 +0,027aB 0,597 + 0,034aA 0,376 + 0,022aB
Icatu Ctl 0,349 +0,018aC 0,378 £ 0,024aC 0,398 + 0,014aBC 0,378 + 0,026aC 0,414 +0,011aBC 0,366 + 0,013aC 0,559 + 0,049aAB 0,374 £ 0,017aC 0,634 + 0,043aA 0,544 + 0,026aAB



87

SD 0,280 + 0,024aB 0,274 £ 0,014bB 0,322 + 0,029aB 0,322 + 0,035aB 0,410 + 0,046aB 0,285 + 0,028aB 0,287 £ 0,021bB 0,360 + 0,028aB 0,654 +0,027aA 0,405 + 0,021bB
OIn
CL 153 Ctl 0,494 + 0,038bAB 0,608 +0,041bAB 0,511 + 0,054bABC 0,635 + 0,03bAB 0,503 +£0,037bBC 0,520 + 0,055bABC 0,735 + 0,030bA 0,681 + 0,044bAB 0,454 +0,071bC 0,546 + 0,043bBC
SD 0,830 £ 0,021aAB 0,741 £0,025aAB 0,706 = 0,048aABC 0,748 £ 0,02aAB 0,674 £0,048aBC 0,700 +0,077aABC 0,823 £ 0,021aA 0,639 £ 0,027aAB 0,452 £ 0,047aC 0,636 +0,037aBC
lcatu Ctl 0,549 +0,041bABC 0,570 + 0,037bABC 0,449 + 0,030bABC 0,581 + 0,05bAB 0,503 £ 0,023bABC 0,590 + 0,029bAB 0,663 + 0,057bA 0,646 + 0,025aA 0,379 + 0,052aBC 0,339 +0,033bC
SD 0,807 £ 0,023aAB 0,779 £ 0,025aAB 0,722 £ 0,062aAB 0,773 £ 0,05aAB 0,707 £ 0,047aAB 0,830 £ 0,028aA 0,837 £ 0,023aA 0,647 £0,039aAB 0,332 £0,041aC 0,581 £ 0,038aB
O
CL 153 Ctl 0,448 + 0,066aA 0,302 £0,039aABC 0,396 + 0,030aABC 0,343 +0,029aABC 0,359 + 0,023aABC 0,267 + 0,055aABC 0,416 + 0,052aAB 0,191 £ 0,044aC 0,235+ 0,047aBC 0,237 £ 0,034aBC
SD 0,156 + 0,030bA 0,241 + 0,026aA 0,241 £ 0,042bA 0,208 + 0,035bA 0,239 + 0,032aA 0,309 + 0,066aA 0,152 + 0,020bA 0,314 + 0,035aA 0,195 + 0,021aA 0,234 + 0,025aA
lcatu Ctl 0,380 + 0,029aA 0,332 £ 0,043aA 0,288 £ 0,027aA 0,316 + 0,044aA 0,301 + 0,033aA 0,371 + 0,046aA 0,349 £ 0,107aA 0,184 + 0,009aA 0,195 +0,013aA 0,223 + 0,030aA
SD 0,205 + 0,028bA 0,341 £ 0,042aA 0,286 + 0,022aA 0,186 + 0,024bA 0,193 + 0,025aA 0,191 + 0,045bA 0,151 + 0,034bA 0,283 £ 0,033aA 0,240 £ 0,021aA 0,282 + 0,022aA
F/'IFq
CL 153 Ctl 0,595 + 0,023aAB 0,623 £ 0,036aA 0,620 £ 0,024aA 0,581 £ 0,025aA 0,657 £ 0,015aA 0,614 £ 0,030aA 0,413 £ 0,028aB 0,495 + 0,043aAB 0,561 + 0,038aA 0,597 £ 0,024aAB
SD 0,355 + 0,037bAB 0,474 + 0,035bA 0,454 + 0,039bA 0,458 + 0,018bA 0,447 + 0,035bA 0,444 + 0,056bA 0,343 £ 0,026bB 0,441 + 0,011bAB 0,515 + 0,030bA 0,528 + 0,025bAB
lcatu Ctl 0,593 £ 0,022aA 0,585 £ 0,028aA 0,671 £0,018aA 0,580 £ 0,031aA 0,608 + 0,014aA 0,569 £ 0,015aA 0,283 £0,051aB 0,553 £ 0,014aA 0,567 £ 0,019aA 0,630 £ 0,018aA
SD 0,449 +0,020bABC 0,464 + 0,025bABC 0,455 + 0,039bABC 0,423 + 0,035bABC 0,437 +0,024bABC 0,393 + 0,028bBC 0,340 £ 0,023aC 0,508 + 0,026aAB 0,559 + 0,019aA 0,544 + 0,019aA
Fs'/Fp'
CL 153 Ctl 0,642 £0,044bBCD 0,673 +£0,033bBCD 0,609 + 0,027bCD 0,675 + 0,036bBCD 0,599 + 0,013bD 0,721 +0,038bABCD 0,781 + 0,019bAB 0,862 + 0,009aA 0,771+ 0,051aBCD 0,747 = 0,028aABCD
SD 0,935 + 0,010aA 0,806 + 0,031aA 0,840 £ 0,030aA 0,860 £ 0,021aA 0,843 £ 0,021aA 0,823 £ 0,036aA 0,931 £ 0,008aA 0,810 £ 0,018aA 0,823 £ 0,022aA 0,802 £ 0,012aA
lcatu Ctl 0,644 +0,029bC 0,695 £ 0,012aBC 0,639 +0,014bC 0,699 +0,038bBC 0,691 +0,019pbBC 0,682 +0,029bBC 0,915 £ 0,020aA 0,813 +£0,013aAB 0,797 £ 0,013aAB 0,735+ 0,022aBC
SD 0,864 +0,013aABC 0,773 £ 0,029aBC 0,794 £0,035aBC 0,880 +£0,018aABC 0,870 + 0,019aABC 0,904 £ 0,019aAB 0,935 £ 0,011aA 0,770 £0,027aC 0,768 £ 0,019aC 0,748 £ 0,020aC
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Ambos o0s genotipos apresentam total recuperagao de Yneg), NPQ € gy em Rec7-10,
sem distingdo significativa entre plantas Ctl e SD, apesar destas Ultimas manterem valores
tendencialmente maiores no final do experimento, sugerindo a necessidade de manter
processos de dissipacdo de energia.

Por fim estudou-se os impactos no rendimento quantico ndo-fotoquimico relativo a
fotoinibicéo e a dissipacéo de energia ndo regulada (calor e fluorescéncia) pelo PSII, Yoy, que
reflete a presenca de limitagbes no uso da energia, e a estimativa da constante da taxa de
inativacdo de PSII (Fs¢/Fr’). Impacto negativo significativo ao nivel do PSII devido a seca foi
apenas observado no F¢/Fr,’. Até 39/30 °C as plantas Ctl de ambos os gendtipos nao revelam
impactos em Yoy € Fs/Fr’, reflectindo uma alta resiliéncia ao calor. Mesmo a 42/30 °C apenas
as plantas Ctl de Icatu mostram uma subida no valor destes parametros face a temperatura de
25/20 °C. Adicionalmente, a conjugacdo de ambas as condi¢bes de estresse extremas (SD e
42/30 °C) ndo aumentou o impacto observado nestes parametros a 25/20 °C apenas com
imposi¢édo da seca, revelando auséncia de interacdo negativa e, por isso, a limitacdo de danos
causados ao nivel do PSII. Apesar de algumas flutuagcdes ao longo do periodo de recuperagdo
ambas 0s parametros mostram recuperacdo (quase) total em Recl4 em ambos os gendtipos
(incluindo as plantas SD), por comparacdo com 0s respectivos valores das plantas Ctl a 25/20

°C no inicio do experimento.

Taxas de Transporte Tilacdidal de Elétrons

Para complementar a informacdo do impacto dos estresses estudados sobre o PSII e
também sobre o PSI as taxas de transporte tilacéidal de elétrons foram avaliadas. O
funcionamento dos fotossistemas dos genotipos de cafés foi alterado com a imposicdo das
condicdes de estresse, com algumas diferencas entre gendétipos (Tabela 5).
Tabela 5. AlteracGes das taxas de transporte tilacoidal de elétrons associados com PSII (com e
sem OEC) e PSI, em plantas de Coffea canephora cv. Conilon (CL153) e Coffea arabica cv.
Icatu) submetidas a duas condicdes hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD); e
crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de
31/25, 37/28, 42/30 °C, e recuperagdo ao fim de 14 dias (Recl4). Os valores representam a
média * erro padrdo (n=X). As médias seguidas por mesmas letras maitsculas (A, B, C, D)
entre niveis de temperatura e mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de dgua nao diferem

estatisticamente. A anélise foi efetuada separadamente para cada genotipo.

Temperatura (dia/noite)
25/20°C 31/25°C 37/28 °C 42/30 °C Recl4

Genétipo  Agua

PSII + OEC (umol O, g* DW s
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CL 153 Ctl  0,228+0,004aB 0,232 +0,004aB 0,244 +0,001aA  0,215+0,001aC 0,130 + 0,006bD
SD  0,181+0,004bB 0,229 +0,003aA 0,170 + 0,004bBC 0,157 +0,004bD 0,163 + 0,004aCD
lcatu Ctl  0,221+0,005bD 0,282 +0,002aA 0,260 +0,004aB 0,238 +0,001aC 0,228 + 0,005aCD
SD  0,243+0,006aA 0,203 +0,004bC 0,225 +0,005bB 0,193 £ 0,005bC 0,163 % 0,004bD
PSII - OEC (umol O, gt DW s?)
L 153 Ctl  0,262+0,003aA 0,250 +0,003aAB 0,252 + 0,002aAB 0,242 +0,001aB 0,144 + 0,009bC
SD  0,200+0,004bB 0,250 £ 0,005aA 0,176 +0,003bC 0,162 + 0,004bD 0,170 + 0,002aCD
lcatu Ctl  0,234+0,003bB 0,323+0,002aA 0,308 +£0,003aA 0,219 +0,003aB 0,193 + 0,017aC
SD 0,257 +0,003aA 0,216 +0,004bB 0,213 + 0,008bB 0,206 + 0,005aB 0,160 + 0,006hbC
PSI (umol O, gt DW s™)

L 153 Ctl  0,661+0,007aC 0,716 +0,005aA 0,704 +0,009aAB 0,678 +0,005aBC 0,379 +0,012bD
SD  0,539+0,009bB 0,601 +0,013bA 0,466 +0,011bC 0,454 +0,022bC 0,483 + 0,012aC

lcatu Cctl  0,710+0,029aB  0,888+0,009aA 0,907 +0,011aA 0,679 +0,044aB 0,728 + 0,033aB
SD 0,691 +0,008aA 0,612 +0,013bBC 0,674 +0,010bAB 0,568 + 0,002bC 0,459 + 0,014bD

Na temperatura controle, as plantas de Icatu ndo mostraram efeitos negativos nos
dois fotossistemas devido a imposicdo de estresse hidrico, enquanto as plantas de CL153
mostraram diminuicdo no transporte de elétrons ao nivel do PSII (com ou sem o envolvimento
do complexo de evolucdo do oxigénio, OEC) e do PSI.

No que se refere ao impacto da temperatura nas plantas Ctl, observaram-se efeitos
negativos significativos em CL153 apenas a 42/30 °C e no PSII, apesar de serem impactos
claramente moderados, com decréscimos de 6% (PSII+OEC) e 8% (PSII-OEC). Em Icatu ndo
se observaram decréscimos significativos em relacdo a 25/20 °C. Note-se, contudo, que em
ambos os gendtipos os valores de atividade dos dois fotossistemas aumentaram a 31/25 °C e
37/30 °C em face de 25/20 °C. Desta forma, entre 37/30 °C e 42/30 °C ocorreram
normalmente decréscimos significativos da atividade de qualquer dos fotossistemas (mesmo
quando néo diferiram do valor de 25/20 °C).

A interacdo de ambas as condicGes de estresse foi clara em ambos os gendétipos e
fotossistemas, observando-se decréscimos significativos nas plantas SD ja a 37/30 °C (exceto
no PSII+OEC no CL153) e a 42/30 °C (em todos os casos). Desta forma, nota-se que as
plantas em condicdes hidricas favordveis podem manter melhor funcionamento até nivel de
temperatura maior que as plantas em estresse hidrico. Contudo, comparativamente as plantas
Ctl a 25/20 °C, os valores a 42/30 °C apresentaram decréscimos de 31% (PSII+OEC), 38%
(PSII-OEC) e 31% (PSI) em CL153, e 13%, 12% e 20% em Icatu, pela mesma ordem.

De forma imprevista, durante o periodo de recuperacdo as plantas Ctl do CL153
mostram um forte decréscimo da atividade dos dois fotossistemas, enquanto as plantas Ctl de
Icatu mostram uma total recuperacdo da actividade medida no PSII+OEC e PSI. Por outro
lado, as plantas expostas a ambos 0s estresses mostraram uma recuperacgao incompleta face ao
valor observado nas plantas Ctl a 25/20 °C do inicio do experimento. Tal reflete a

permanéncia de aftereffects mesmo apos duas semanas de recuperacdo. Nesta altura os valores
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observados nas plantas SD mostravam decrescimos de 29% e 26 % (PSII+OEC), 35% e 32%

(PSII-OEC), e 27% e 35% (PSI), respectivamente para de CL153 e Icatu.

Transportadores Tilacoidais de Elétrons

Os teores de transportadores de elétrons das membranas tilacGidais mostraram
alteracOes devido aos estresses impostos, de forma diferente nos dois genotipos. De modo
geral, a exposigdo apenas ao estresse hidrico provocou um significativo aumento de todos os
transportadores de elétrons em Icatu (duplicando mesmo em relacdo a PQ-9). J& nas plantas
de CL153 o impacto foi negativo para todos 0s citocromos, enquanto para a PQ-9 se observou
um aumento néo significativo (Tabela 6).

O aumento de temperatura levou a aumentos de todos os transportadores a 31/25 °C e
37/28 °C nas plantas Ctl em Icatu, especialmente na PQ-9 que mostrou um aumento de 83%
na maior destas duas temperaturas. Ja no CL153 apenas o teor de PQ-9 aumentou,
apresentando uma subida maxima de 54% a 37/28 °C. Contudo nessa temperatura ocorreram
descidas em todos os citocromos nas plantas CL153-Ctl. A 42/30 °C os teores de
transportadores diminuiram em ambos os gendtipos, mas ainda assim para valores préximos
aos observados a 25/20 °C.

Os resultados obtidos pela exposicdo simultanea a déficit hidrico severo e ao
aumento de temperatura revelaram a existéncia de uma interacdo forte em Icatu, e em menor
grau no CL153. Neste genotipo, nas plantas SD apenas a PQ-9 decresce (nédo
significativamente) a 42/30 °C em relacdo aos valores observados a 25/20 °C. Contudo
registram-se decréscimos em todos os transportadores a 37/28 °C e 42/30 °C quando a
comparagao é feita com os valores observados a 31/25 °C. No caso das plantas Icatu-SD, 0s
teores de todos os transportadores decrescem gradualmente desde 25//20 °C, atingindo valores
minimos a 37/28 ou 42/30 °C.

Tabela 6. Alteracdes nos teores de transportadores tilacéidais de elétrons: Plastoquinona (PQ-9),

Citocromo bssg p € Citocromo bssgrp; € PSI: Citocromo pses € Citocromo f em Coffea canephora

cv. Conilon (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu submetidas a duas condicGes hidricas: Controle

(Bem Regada-CTL) e Seca Severa (SD); e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C,

dia/noite), temperaturas supra-6timas de 31/25, 37/28, 42/30°C, e recuperacdo ao fim de 14 dias

(Recl14). Os valores representam a média = erro padrdo (n=8). As médias seguidas por mesmas

letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e mesma letras mindsculas (a, b) entre

niveis de agua ndo diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente para cada

gendtipo.
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Temperatura (dia/noite)

Genotipo - Agua 25/20 °C 31/25°C 37/28°C 42/30°C Recl4

PQ-9 (nmol g™ DW)

Ctl 318,1 +60,1aB 461,9 +83,7aAB  490,6 + 46,6aA  432,6 £+36,8aAB  418,6+ 76,6aAB

CLIS o 3810+ 331aAB 5428+ 750aA 2105+ 31,80bC 2993+ 225bBC 303,7+ 53,6aBC
lcatu Ctl 3152+ 886bB 5371+ 762aAB 5769+ 453aA 3492+ 368aB 4511+ 1135aAB
SD 637,8+ 120,8aA 4258+ 37,7aAB 2099+ 523bB 2175+ 369aB 4028+ 36,9aB

Cit bsse p (NMol g DW)
cLisy Ct 1449+ 04laA 1394+ 023bAB 1205+ 033C 1320+ 018aB 10,18+ 0,30bD
SD 10,12+ 0,23bCD 1560+ 0,74aA 9,78 +0,27bD 10,86+ 0,20bC 13,70+ 0,27aB
lcatu Ctl 1349+ 052bC 17,34+ 0,54aA 1508+ 090aB 1252+ 0,32aC 13,84+ 0,03aBC
SD 14,63+ 0,26aA 1259+ 0,16bBC 12,98+ 0,10bB 11,23+ 0,32bC 12,40+ 0,26bBC

Cit bgsgne (NMol g™ DW)
cLisy Ct 1698+ 03%A 1628+ 02laA 1388+ 042C 1520+ 034aB 1115+ 0,22aD
SD 11,83+ 0,16bB 16,81+ 0,27aA 11,23+ 0,13bB 12,06+ 0,25bB 11,63+ 0,25aB
lcatu ctl 1530+ 0,37bBC 20,25+ 0,78aA 17,18+ 146aB 14,04+ 0,33aC 16,15+ 0,13aAB
SD 16,69+ 0,22aA 14,69+ 052bB 12,31+ 0,26bBC 11,37+ 0,12bC 11,37+ 0,33bC

Cit f (nmol g™ DW)
cLisy Ctl 1674% 054aA 1718+ 067bA 1477+ 084aB 1445+ 028aB 1027+ 0,100C
SD 13,33+ 0,09pB 19,31+ 0,25aA 10,78+ 0,17bC 12,28+ 0,44bBC 11,40+ 0,15aBC
catl Ctl 16,35+ 047bBC 21,07+ 0,64aA 17,96+ 0,88aAB 1585+ 0,62aBC 14,03+ 0,25aC
SD 20,89+ 0,21aA 1508+ 0,62bB 1342+ 0,34bBC 1246+ 021bC 827+ 1,09bD

Cit bsgs (nmol g DW)
cL1s3 CH 26,22 +1,48aA 26,61+ 1,05aA 23,36+ 095aB 2533+ 0,14aAB 17,89+ 0,36hC
SD 1854+ 0,12bC 2590+ 0,36aA 18,02 +0,36bC 19,52 +0,17hbC 22,24+ 0,32aB
lcatu Ctl 26,73+ 137aC 34,11+ 107aA 2927+ 149aB 26,03+ 0,32aCD 23,38+ 0,10aD

SD 28,07 +0,233A 2416 £ 0,28bB 2354+ 0,21bBC 22,57+ 0,290BC 21,17+ 0,24bC

Os impactos nas plantas de Icatu submetidas a ambos o0s estresses (SD)
permaneceram parcialmente no final do periodo de recuperacdo em relacdo as plantas Ctl
nesse ponto (exceto na PQ-9). Contudo, nas plantas Icatu-Ctl todos os transportadores (exceto
Cit bsgz) mostram valores que ndo diferem de 25/20 °C no inicio do experimento. Pelo
contrario, as plantas CL153-Ctl apresentam pior recuperacdo, pois nenhum transportador
(exceto PQ-9) recuperou integralmente por comparacdo ao inicio do experimento.
Curiosamente, as plantas SD mostraram recuperacéo total apenas na PQ-9 e no Cit bssg_p (por
comparacdo as plantas Ctl a 25/20 °C), mas ainda assim significativamente melhor que as Ctl
para 0s Cit bsso p, f € bsgs em Recld. Desta forma, as plantas CL153 sujeitas a ambos 0s

estresses apresentaram melhor potencial de recuperacdo ap6s fim das condicGes estressantes.

Atividade de Enzimas da Fotossintese

Complementarmente a andlise da fase fotoquimica da fotossintese (parametros de
fluorescéncia, taxas de transporte e transportadores de eletrons), estendeu-se a caracterizagdo
dos impactos das condicdes de estresse a avaliacdo da atividade de duas importantes enzimas
do metabolismo fotossintético, de modo a estudar a sua importancia na fase bioquimica da
fotossintese (Tabela 7).

Tabela 7. Atividade Inicial e Total e porcentagem de ativacdo da ribulose-1,5-bisfosfato
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carboxilase oxigenase (RuBisCO), e Atividade da ribulose-5-fosfato quinase (Ru5PK), em
plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu
submetidas a duas condi¢Bes hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD), e
crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de
31/25, 37/28, 42/30 °C, e recuperacdo ao fim de 14 dias (Rec14). Os valores representam a
média + erro padrdo (n=6). As médias seguidas por mesmas letras maiusculas (A, B, C, D)
entre niveis de temperatura e mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de 4gua ndo diferem

estatisticamente. A andlise foi efetuada separadamente para cada gendtipo.

Temperatura (dia/noite)

Genotipo Agua 25120 °C 31/25 °C 37/28 °C 42/30 °C Recl4

Atividade Inicial RuBisCO (umol m?s™)

Ctl 10,19+0,28aBC 13,62+ 1,8%9AB 1582*1,76aA 4,28 +0,26aD 8,74 +0,98aC

CLIS3 o5 628+008bA 730+125bA  664+037bA  170+009aB 854 +0.22aA
oy Ctl B51%097aBC 1064+053AB 117420072A 374+034aD  841%044aC
SD 731+028aAB  658+023bB  637+032bB  233+016aC  9.32+014aA
Atividade Total RuBisCO (umol m?s?)

oLiss CH 197:09aBC 23422288  200102A  101+06aD  17,7%13C
SD 142+01bAB  118+14bB  133+087bB  35+02bC  185%02aA

oy CHl 164:11aC 212:05a8  242:064aA  68%0,6aE 135 + 0.6bD
SD  144+04bB  125+01bBC  112+039bC  38+02bD  17.8+0.3aA

Ativacdo RuBisCO (%)

cLis; C 526:33aAB  573z31aA  540%50aA 4252058  48,3%24aAB
SD  442+080B  611+44aA  501+09aAB  49.8+17aB 463 +1.2aB

oy Ctl 5L2£320AB  501:21aAB  483:32aB  552:120AB  647%660A
SD 506+09aAB  41,9+11,8aB 566+ 17aAB  60,9+26aA 525+ 07bAB

Atividade Ru5PK (umol m™ s™)

cLiss CH  9777JaB  1056%28B  1208%24aA  328%05aD  744%600C
SD  955+31aA  694+12bB  69.6+13bB  154+17bC 1068+ 27aA
iy Ctl 78128aC  1104%32aA 1028+692AB  365+12aD  86,4%75bBC

SD 71,3+ 1,6aB 79,0 + 3,6bB 41,1 £2,3bC 19,5+ 2,6bD 101,8 + 2,33A

Observou-se gque a exposi¢do apenas a seca severa diminuiu significativamente as
atividades inicial (38%) e total (28%), assim como o estado de ativacdo (8%) da RuBisCO nas
plantas de CL153, enquanto nas Icatu apenas a atividade total decresce (12%). A Ru5PK ndo
foi significativamente afetada em ambos os genotipos.

O aumento da temperatura (plantas Ctl) levou a um forte aumento das atividades da
RuBisCO (inicial e total) e da Ru5PK até 37/28 °C em ambos 0s genotipos. Nesta
temperatura, 0os aumentos atingiram 55% e 38% na atividade inicial, 47% na atividade total,
ambas da RuBisCO, e 24% e 32% na atividade da Ru5PK, para CL153 e Icatu
respectivamente. Contudo, a 42/30 °C a atividade de ambas as enzimas foi fortemente afetada
em ambos os genotipos, com decréscimos entre 48% (atividade total RuBisCO em CL153) e
66% (atividade RuSPK em CL153) quando comparados com a temperatura inicial de 25/20
°C. Esses decréscimos sdo ainda superiores, entre 65% (atividade total RuBisCO em CL153) e

73% (atividade inicial RuBisCO ou Ru5PK em CL153), quando comparados com a
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temperatura de 37/30 °C. O estado de ativacdo da RuBisSCO manteve-se até 37/28 °C,
diminuindo a 42/30 °C apenas em CL153.

Até 37/28 °C ndo existe interacdo Obvia dos dois estresses para a actividade
RuBisCO, mas existe para a da RuSPK que foi reduzida nas plantas SD de ambos 0s
gendtipos, por comparacdo aos valores das plantas SD a 25/20 °C. Contudo, a 42/30 °C essa
interacdo é clara para ambas as enzimas e genotipos, tendo as plantas SD atingido os valores
minimos de atividade observados no experimento. Nestas condi¢Ges (42/30 °C e SD) a
reducdo face ao controle (25/20 °C, Ctl) foi de 83%, 82% e 84% para as actividades inicial e
total da RuBisCO e Ru5PK em CL153, e de 73%, 77% e 75%, pela mesma ordem em Icatu.
Estas reducbes foram ainda maiores, entre um minimo de 80% (atividade inicial RuBisCO em
Icatu) e um méximo de 89% (atividade inicial RuBisCO em CL153), se a comparacéo for
com as respectivas plantas Ctl a 37/28 °C. Entre gendtipos, em todos 0s casos as maiores
reducdes de actividade a 42/30 °C nas plantas SD foram observadas nas plantas CL153. O
estado de ativagdo manteve-se sem alteragdes significativas.

Duas semanas apds a reposicao da disponibilidade hidrica e temperatura adequadas,
as atividades enzimaticas recuperaram na totalidade em ambos 0s gendtipos (exceto na
atividade total da RuBisCO em Icatu-Ctl) e independentemente das condi¢des a que as plantas
foram anteriormente expostas. Contudo nota-se que as plantas Icatu-SD tenderam para valores
mais altos que as Ctl em Rec14 e no inicio do experimento a 25/20°C.

Permeabilidade Membranar

A permeabilidade das membranas celulares aumentou significativamente nos dois
genotipos apds submissdo a seca, embora para valores moderados. Deve-se destacar que 0
aumento de temperatura ndo teve impacto neste parametro nas plantas Ctl de CL153 e Icatu
ao longo de todo o experimento, inclusive na temperatura maxima de 42/30 °C. A interacdo de
estresses esteve ausente em Icatu, enquanto nas plantas de CL153-SD ocorreu apenas a 42/30
°C (aumento de 240% em comparacéo as plantas Ctl a 25/20 °C).
Tabela 8. Permeabilidade das membranas celulares em nas folhas de plantas de Coffea
canephora cv. Conilon CL153 e Coffea arabica cv. Icatu submetidas a duas condig¢des
hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD); e crescentes niveis de temperatura:
controle (25/20 °C, dia/noite), temperaturas supra-6timas de 31/25, 37/28 e 42/30 °C, e
recuperacdo ao fim de 14 dias (Rec14). Os valores representam a media £ erro padrdo (n=X).
As médias seguidas por mesmas letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e

mesma letras minusculas (a, b) entre niveis de dgua ndo diferem estatisticamente. A analise
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foi efetuada separadamente para cada genotipo.

Temperatura (dia/noite)
25/20°C 31/25 °C 37/28 °C 42/30°C Recl4
Perda de eletrolitos (%6)
cil 122+0,6bA  132+21bA  115+1,7bA 145+22bA 132 +23bA
sSD 28,3 £2,5aB 25,0 £5,9aB 27,0+ 43aB 41,6 £3,9aA 20,9 + 3,4aB
Ctl 10,3 £ 0,9bA 8,9 £ 0,5hA 9,4 +0,7bA 134+0,6bA 152+ 1,6bA
SD 21,3 +2,9aA 19,8 £+ 4,0aA 16,1 £ 1,2aA 19,6 £2,8aA  19,714,2aA

Geno6tipo Agua

CL 153

Icatu

Em Recl4 observou-se a manutencdo de valores aumentados nas plantas SD de
ambos 0s genotipos, semelhantes aos observados no inicio do experimento quando as plantas
estavam efetivamente submetidas a déficit hidrico. Desta forma o efeito da seca permaneceu
ao nivel da seletividade das membranas devido a uma incompleta recuperagdo (revelando
ainda impacto negativo, como sugerido pelos dados de MDA, Cap. 5) e/ou a alteracbes na

composicdo das membranas (como resposta de aclimatacéo).

DISCUSSAO
Caracterizacdo Hidrica Foliar

O potencial hidrico da folha (%) expbe seu estado energético, cujos gradientes
explanam o fluxo de &gua no sistema solo-planta-atmosfera. Sendo préximo a zero quando a
agua esta disponivel em abundéncia, diminuindo para valores mais negativos quando a agua
se torna mais escassa (MELO et al., 2014).

O estabelecimento inicial do nivel de estresse hidrico levou a valores contrastantes
de P4 entre as plantas bem regadas e de estresse hidrico severo. De fato, em temperatura
adequada (25/20 °C) os valores para Ctl foram de -0,31 e -0,34 MPa vs. -3,85 e -3,69 MPa,
para CL153 e Icatu, respectivamente, correspondendo a valores de RWC,q de 91,1 e 96,2 vs.
57,5% e 60,7%. Estes valores de ¥4 situam-se abaixo -3,5 MPa considerado como défice
hidrico extremo em cafeeiros (BRUM e MELO, 2013) e bem abaixo dos -2,15 MPa
necessario para provocar murchiddo da folha apés periodo de 14 dias sem irrigacdo (SANTOS
e MAZZAFERA, 2012). Estdo também préximos do valor de -4,06 MPa em plantas oriundas
de mudas de estacas com o solo a 20% da capacidade de campo (DOMINGUETTI et al.,
2016).

A imposicdo do aumento de temperatura por si SO, originou uma pequena
desidratacédo nas plantas Ctl que atingiram valores de ¥4 de -0,71 MPa a 42/30 °C em ambos
0s genotipos, mas sem impacto no valor de RWC,y que se manteve perto de 95%, acima
portanto do ponto de perda de turgescéncia foliar que é geralmente proximo a 90% (DaMatta
e Ramalho, 2006). Estudos mostram que valores de ¥pq na ordem de -1,0 ou -1,5 MPa, nédo
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sdo suficientes para reduzir taxas fotossintéticas em café (DAMATTA e RAMALHO, 2006;
BATISTA et al., 2010; RONCHI et al., 2015), sugerindo ser esse um valor limite, para a ndo
ocorréncia de disturbios fisiologicos na planta, em condi¢des normais de cultivo (MELO et
al.,, 2014; DOMINGUETTI et al., 2016). Desta forma, eventuais impactos das altas
temperaturas na fotossintese ndo estardo relacionados com uma possivel desidratacdo foliar,
apesar do forte aumento do fluxo transpiratorio (Tabela 3), ja que o RWC,g € um importante
indicador do estado da agua nas plantas, refletindo o equilibrio entre o suprimento de agua ao
tecido foliar e a taxa de transpiracdo (SOLTYS-CALINA et al., 2016). Tais impactos em alta
temperatura terdo antes a ver com perturbaces e/ou danos provocados no funcionamento
metabdlico, estruturas celulares (e do cloroplasto), o nos mecanismos de controle de ROS
(MARTINS et al., 2016).

Ja a conjugacdo de estresses promoveu decréscimo de ¥,g € RWC pq. De fato, a 42/30
°C observaram-se valores de ¥,q de -4,38 e -4,14 MPa, e valores minimos de RWC 4 de 55,2
e 47,3% em CL153 e Icatu, respectivamente (Tabela 1), i.e., reflectindo uma limitacdo hidrica
de severidade agravada com a sobreposicdo dos dois estresses quando comparada com a
exposicdo individual a cada um deles. Tal podera ter agravado o impacto sobre 0s processos
vitais de crescimento celular, implicando inclusive desidratacdo do protoplasma (PELOSO et
al., 2017). Ressalta-se que o baixo contetdo relativo de agua foliar pode predispor as folhas
ao dano fotoinibitério (ZLATEV, 2009). De fato, a diminui¢do do contedo hidrico das folhas
induz o fechamento dos estdmatos, impondo uma diminuicdo do acesso de CO, ao cloroplato,
0 que diminuira o uso de energia pelo processo fotossintético e uma diminuicdo da taxa de
fotossintese (BAKER e ROSENQVIST, 2004; HAWORTH et al., 2018), como ocorreu no
nosso estudo (Tabela 3).

Caracteristicas Estomaticas

A anatomia foliar do cafeeiro pode ser modificada conforme a radiacdo solar,
temperatura, disponibilidade de &gua e nutrientes no solo, incluindo ao nivel das dimensoes,
densidade e indice estomatico de forma a que planta tenha um bom desenvolvimento (GRISI
et al., 2008; BATISTA et al., 2010; BALIZA et al.,2012; MELO et al., 2014; GAMA et al.,
2017).

Os nossos resultados mostram que a alta temperatura e o déficit hidrico promoveram
mudancgas nas caracteristicas estométicas de maneira dependente da espécie (Tabela 2).
Apesar de uma tendéncia para aumentar, a densidade estomética de CL153 ndo sofreu

alteracOes significativas com a seca, mas diminuiu em Icatu. Neste genoétipo os resultados
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estdo de acordo com as observacdes em C. arabica cv. Siriema que mostram um decréscimo
da densidade estomatica em seca (MELO et al., 2014). No nosso caso, estas altera¢cdes foram
acompanhadas de um decréscimo (CL153) ou aumento (Icatu) do tamanho dos estdmatos
(Tabela 2). A diminuicdo no tamanho dos estdmatos em ambientes com menor
disponibilidade hidrica é usualmente interpretado como benéfico para a planta, pois pode
diminuir a perda de &gua transpirada e aumentar a eficiéncia do seu uso (GRISI et al., 2008;
BATISTA et al., 2010). Entretanto, Zhang et al. (2006) relataram que o comprimento dos
estdmatos aumentou sob condi¢des limitantes de irrigacdo, enquanto sua largura diminuiu.
Logo, diferentes efeitos de fatores abioticos no tamanho dos estbmatos podem depender de
espécies/variedades de plantas (XU e ZHOU, 2008), pelo que o comportamento estomético
pode ser usado na escolha de cultivares/variedades com caracteristicas de tolerancia a estresse
abiotico.

Adicionalmente, a densidade estomética aumentou gradualmente em CL153 com o
calor (com o valor maximo a 42/30 °C), enquanto em Icatu os valores se mantiveram até
37128 °C, e decresceram a 42/30 °C, ndo se observado alteracao apds a reposicao de condi¢des
adequadas. Tal confirma resultados anteriores da exposi¢do de plantas de C. canephora cv.
Conilon Clones 02 e 153 e C. arabica cv. Icatu, e Catuai 62 a temperaturas elevadas, tanto em
experimentos em condi¢fes ambientais controladas (RODRIGUES et al., 2016), como
considerando a variagdo sazonal de temperatura entre a Primavera e 0 Verdo (RODRIGUES
et al., 2018). Com o aumento da temperatura também o tamanho dos estdmatos, diminuiu em
CL153, mas manteve-se em Icatu, confirmando as observacdes de Rodrigues et al. (2016).
Estes resultados mostram diferentes impactos entre estas duas (proximas) espécies, 0 que esta
de acordo com o fato das respostas estomaticas de curto e longo prazo a temperaturas mais
altas poderem ser especificas da espécie (HAWORTH et al., 2018a; WU et al., 2018).

Considerando a temperatura de 37/28 °C (antes das plantas serem claramente
afetadas a 42/30 °C em varios parametros), a manutencdo (lcatu) e aumento (CL153) da
densidade estomatica, a par da diminuicdo do tamanho (ambos 0s gendtipos), parecem estar
em linha (principalmente no CL153), com a reducéo (Icatu) e aumento (CL153) de gs (Tabela
3). Os estdbmatos controlam as trocas gasosas foliares através de um equilibrio entre as
necessidades de CO, para a fotossintese e o nivel de disponibilidade hidrica, com o tamanho e
a densidade estomatica a determinarem a conduténcia difusiva maxima na folha para o CO..
De fato, uma maior densidade estomatica de estdmatos de menor dimensdo aumentara a gs
para uma mesma area total de poros estomaticos, devido a uma menor distancia de difusdo a

percorrer pelo vapor de dgua (FRANKS e BEERLING, 2009), o que concorda com 0 que se
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observou em CL153 (que tem um aumento de gs) a 37/28 °C. Deve, contudo notar-se que
CL153 apresenta aumento da densidade estomatica e menor tamanho de estbmatos a 31/25 e
37/28 °C sem aumento de gs tal como também observado previamente (XU e ZHOU, 2008,
RODRIGUES et al., 2018), o que se podera explicar por uma maior influéncia do componente
de abertura dos proprios estbmatos que ultrapasse o efeito das alteracdes de densidade e
tamanho, como sugerido suceder em para C. arabica cv. IPR108 (RODRIGUES et al., 2016).

Por dltimo, relativamente a densidade estomatica notou-se que a resposta a
imposicdo de ambos os estresses foi de alguma forma modificada quando comparada com a
presenca de cada estresse de forma individual, pelo menos a 42/30 °C. Nesta temperatura
continua a observar-se uma subida da densidade estomatica nas plantas CL153-SD, mas
atenuada, enquanto nas plantas Icatu-SD continua a existir uma descida, mas agora mais
acentuada. Por outro lado o tamanho dos estdmatos ndo é tdo reduzido nas plantas CL153-SD
relativamente as plantas Ctl a 42/30 °C, e nas plantas de Icatu-SD este parametro desce um
pouco mais (embora nao significativamente) do que nas plantas Ctl. Assim, tal como para
diversos outros parametros estudados, a presenca de ambos os estresses modifica a resposta
destes genotipos ao nivel das caracteristicas estomaticas.

O comportamento do indice estomatico mostrou apenas pequenas flutuacdes em
relacdo a exposicdo a seca e/ou temperatura alta nos dois geno6tipos, confirmando resultados
prévios (RODRIGUES et al., 2016). De fato, esta caracteristica é razoavelmente constante
para uma dada espécie, podendo ser afetada, por exemplo, pela umidade atmosférica (GRISI
et al., 2008).

Impactos ao Nivel do Funcionamento da Fotossintese

O desempenho global do processo fotossintético esta dependente de um equilibrio de
condicdes ambientais, sendo que a seca e temperatura (principalmente o calor, mas também o
frio) sdo as condi¢cbes que mais afetam o cafeeiro e a sua producdo (DAMATTA e
RAMALHO, 2006; RAMALHO et al., 2014; MARIAS et al.,, 2017). Uma das primeiras
respostas do cafeeiro para minimizar a perda de agua pela transpiracdo em condigdes de
estresse hidrico passa pela reducdo da abertura estomética (BATISTA et al. 2010; MELO et
al., 2014; RONCHI et al., 2015). A resisténcia estomatica é simultaneamente afetada por
varios fatores ambientais, no entanto, o fechamento estomaético evita a ocorréncia de danos
aos sistemas metabolicos, ajustando-os ao déficit hidrico da planta, resultando na manutengéo
temporaria do funcionamento metabdlico.

Os nossos resultados relativos as trocas gasosas foliares mostram um impacto
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fortissimo da seca severa em todos os parametros avaliados (Tabela 3), apresentando,
nomeadamente, reducdes de 82% e 92% na P,, de 75% e 77% na gs e mesmo de 41% e 21%
em Amax, para CL153 e Icatu, respectivamente. A conjugacdo destes resultados mostra a
existéncia de estomaticos e ndo estomaticos (ao nivel do mesoéfilo) na fotossintese. Cavatte et
al. (2012) reportam decréscimos de P, de 43-46% e gs de 52-60%, em cafeeiros ardbica
submetidos a uma baixa disponibilidade de agua no solo, associada a uma maior demanda
evaporativa da atmosfera. O decréscimo de P, foi associado, principalmente, ao fechamento
estomatico, que ao preservar a H,O reduziu a disponibilidade de CO, nos sitios de
carboxilacdo da RuBisCO nos cloroplastos (DAMATTA e RAMALHO, 2006; PELOSO et
al., 2017).

Por outro lado, o impacto do aumento da temperatura em plantas com total
disponibilidade hidrica (Ctl) foi muito menor que o da seca, observando-se importantes
decréscimos de P, a partir de 39/30 °C (CL153) e 34/28 °C (Icatu), que acompanharam as
variacdes de gs e sem decréscimos de Anax até 37/28 °C. Contudo, forte impacto foi observado
a 42/30 °C, inclusive em Anax, tal como observado anteriormente (RODRIGUES et al., 2016).
Mesmo a 42/30 °C nas plantas Ctl a P, foi reduzida 78% (CL153) e 44% (lcatu), mas Amax
mostrou impactos de em 51% (lcatu) e 31% (CL153, ndo significativo). Esses achados
refletem uma tolerancia a temperaturas bem acima daquelas consideradas adequadas para a
safra de café, e a manutencgdo de funcionamento fotossintético relevante (ainda que com forte
impacto) mesmo a 42/30 °C, sendo geralmente aceito que C. canephora tem maior tolerancia
ao calor do que C. arabica (DAMATTA e RAMALHO, 2006), o que concordam com estes
resultados.

De 37/28 °C a 42/30 °C a taxa de transpiracdo (E) sobe fortemente, apesar de este
gasto de agua nem sempre ser acompanhado de maior gs, explicado pela maior déficit de
pressdo de vapor entre o ar e a folha (HAWORTH et al., 2018a,b). De acordo com Wahid et
al. (2007) a nivel das folhas, o estresse de alta temperatura reduz a fotossintese, aumenta a
fotorrespiragdo e a respiracdo mitocondrial e influencia as relagbes hidricas e a condutancia
estomatica.

A presenca concomitante de ambos 0s estresses promoveu impactos mais profundos
nos parametros de trocas gasosas foliares. Em geral, as plantas abrem seus estdmatos para
diminuir a temperatura das folhas pela transpiracdo quando submetidas a temperaturas
elevadas do ar (como visto parcialmente em nossos resultados), mas séo incapazes de fazer o
mesmo quando submetidas a seca e ao calor, simultaneamente, para evitar maiores perdas de

agua. Como resultado, a temperatura das folhas permanece alta (BARNABAS et al., 2008;
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JIN et al., 2016). A seca e o calor impostos simultaneamente podem influenciar os sinais que
controlam as trocas gasosas (PRASCH e SONNEWALD, 2013). De fato, nos dois genotipos
em estudo, a imposic¢do simultanea de ambos os estresses revelou-se muito penalizante, com
severas reducdes de Py, gs, E e IWUE pelo que a baixa gs limitard (pelo menos parcialmente)
P,. Contudo, o decréscimo de Anax € 0 aumento consideravel na concentracdo interna de CO,
(Ci) (Tabela 3), mostram que ndo ha limitacdo de CO, para a RuBisCO pelo que nestas
condicBes (SD e 42/30 °C) as limitagcBes ndo-estomaéticas terdo igualmente um importante
peso na limitacdo da fotossintese. Tal esta de acordo com afirmacbes de que o efeito da
combinacdo de calor e seca € mais prejudicial sobre o crescimento e a produtividade das
culturas, em comparacgdo com os estresses indivuiduais de seca e calor (MARIAS et al., 2017;
DUBBERSTEIN et al., 2018, SEMEDO et al., 2018; HOWARTH et al., 2018a). Para as
plantas SD dos gendtipos, os valores de P, foram negligiveis (ou negativos) desde 28/23 °C
até 42/30 °C (durante 42 a 49 dias), o que podera estar ligado a valores muito baixos de gs
durante esse periodo (0 que ndo impediu algum aumento de E). De fato, deve-se destacar a
relevante tolerancia mesofilica a ambos os estresses, tendo em conta que Anmax das plantas SD
se manteve até 37/28 °C em relacdo a temperatura controle, e que pouco difere das plantas Ctl
na temperatura maxima. Neste ponto Icatu-SD tem um valor inferior ao inicio do
experimento. A tolerancia a estes estresses (individuais ou em conjunto) fica ainda refletida
na total recuperacdo de Amax ja em Recd para Icatu e Rec7-10 para CL153, pelo que a
incompleta recuperacdo de P, nestas alturas se devera a limitacdo da gs (principalmente nas
plantas SD). Lavouras cafeeiras cultivadas em zonas tropicais normalmente passam por
periodos com temperaturas mais elevadas. Dubberstein et al. (2017) verificaram menores
taxas de crescimento vegetativo anual de cafeeiros Conilon quando ocorrido periodo de seca e
temperatura maxima de até 34 °C. O mesmo comportamento foi observado por Partelli et al.
(2013) a temperaturas acima de 34 °C (até 38 °C) no norte do Estado do Espirito Santo.
Contudo a retoma da atividade de crescimento ocorreu apds esse periodo, 0 que estd de
acordo com a tolerancia aqui observada.

Assim, como foi visto, a maioria dos parametros fotossintéticos de trocas gasosas
exibiram inequivoca tolerancia aos estresses (mais em CL153) e mostraram uma rapida
capacidade de recuperacdo (mais em Icatu) apos reestabelecimento dos niveis hidricos e
temperaturas ideais, evidenciando que o cafeeiro apresenta uma resiliéncia interessante aos
estresses ambientais, principalmente aqueles relacionados a escassez de agua e temperatura
(DAMATTA e RAMALHO, 2006; RAMALHO et al., 2014). Deve saliantar-se que tal foi

também observado para a submissdo simultanea a frio e seca, tendo as plantas submetidas a
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ambos o0s estresses sido menos afetadas devido a presenca de mecanismos de resposta
cruzados que permitem um controle mais efetivo da producdo de ROS (RAMALHO et al.,
2018) . De acordo com Song et al. (2014) a maior parte desse processo é controlada pela
expressao de diversos genes com variados fatores de transcricéo.

Complementarmente a avaliacdo dos parametros (mais globais) de trocas gasosas
foliares, a alteracdo da emisdo de fluorescéncia pela Chl a podem proporcionar informagéo
mais detalhada sobre possiveis impactos, nomeadamente, nos eventos de captura da energia
da luz e seu processamento fotoquimico, indicando alteracbes no estado funcional das
membranas dos tilacoides e o eventual reforco de processos de fotoprotecdo ou da existéncia
de fotoinibicdo da maquinaria fotossintética quando as plantas sdo expostas a estresse
ambientais (biéticos ou abitticos) (BAKER e ROSENQVST, 2004; KONRAD et al., 2005;
SONG et al., 2014). Foi esse o caso em diversos trabalhos envolvendo as respostas de Coffea
spp. relativamente a estresses de irradiancia, nitrogénio, frio e calor (NUNES et al., 1993;
RAMALHO et al., 2000; 2003; CHAVES et al., 2008; BATISTA-SANTOS et al., 2011,
CAVATTE et al., 2012; RODRIGUES et al., 2016). Os nossos resultados confirmam isso,
pois, a maioria dos parametros foi afetada pelas condigdes de estresse, fornecendo informacéo
importante na avaliacdo da tolerancia/sensibilidade da maquinaria fotossintética (Tabela 4).

Fo é a fluorescéncia minima quando Qa (quinona receptora primaria de elétrons do
PSII) est4 totalmente oxidada e o centro de reacdo do PSII estd aberto, antes de qualquer
reacdo fotoquimica (BAKER e ROSENQVST, 2004; KONRAD et al., 2005; ZLATEV,
2009). Apesar de algumas flutuacGes, os valores de F, e F.,/F, mantiveram-se estaveis na
plantas submetidas a seca (exceto para o segundo em CL153), e a temperatura até 39/30 °C
quando os estresses foram aplicados individualmente. Tal reflete uma tolerancia até
temperaturas bastante altas ao nivel das antenas e da eficiéncia fotoquimica do PSII. Apenas a
42/30 °C os valores de F, (aumentam) e F,/Fy, (decrescem, particularmente nas plantas Icatu-
Ctl) foram significativamente alterados, confirmando resultados recentes que mostram que a
esta temperatura o limite de tolerancia foi ultrapassado (MARTINS, et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2016). O F,/Fn tem sido utilizado para detectar perturbacdes no sistema
fotossintético causada por estresses ambientais, pois a sua diminui¢do indica a regulagéo
negativa da fotossintese ou fotoinibicdo (KONRAD et al., 2005; ZLATEV, 2009; SANDA et
al., 2011; NOURI et al., 2015). Adicionalmente, o aumento de F, e a diminuicdo na F,/F, em
simultaneo tem sido utilizada para avaliar as respostas de diversas culturas agricolas a alta
temperatura (BAKER e ROSENQVIST 2004), pois indicam ter sido atingido o limiar de

tolerancia ao dano, relacionado com fotoinibigdo do PSII. Por outro lado, como a 42/30 °C os
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valores de Amax foram diminuidos, o aumento de F, ligado a reducédo de F,/F, indicard, mais
que uma regulacdo a presenca de fotoinibicdo dos centros de reacdo do PSII (com possivel
impacto ao nivel da proteina D1) (SILVA et a., 2015; PELOSO et al., 2017), tal como
sugerido ocorrer em cafeeiros em condicGes de alta irradiancia (RAMALHO et al., 2000) e
calor (RODRIGUES et al., 2016). Esta interpretacdo sustenta-se ainda na manutencdo de
valores de inativacdo do PSII (Fs/Fn ") e da eficiéncia fotoquimica do PSII (F, /Fi’) a luz até
39/30 °C, e do seu aumento e diminuigdo, respectivamente, nas plantas Ctl de ambos os
gendtipos a 42/30 °C (quando Amax também diminuiu, particularmente em Icatu). Contudo,
deve salientar-se que mesmo ap0s um periodo de 2 semanas de recuperacdo Fo, F/Fne Fs/Fn’
mostram valores algo diferentes dos registados no inicio do experimento.

A implementagdo simultdnea dos dois estresses ndo parece ter levado a um
agravamento claro do impacto na fotossintese, conforme avaliado por estes parametros, tendo,
em conta que a 39/30 °C as plantas SD mantiveram valores semelhantes as Ctl (F,, F./Fr), ou
que pelo menos ndo mostraram aumentos relativamente as plantas SD a 25/20 °C (F, /Fn’,
FJ/Fn’). Adicionalmente, a 42/30 °C os maiores aumentos de F, (ambos os gendtipos) e
decréscimo de F,/Fr, (Icatu) ocorreram nas plantas Ctl.

Complementarmente foram ainda avaliados diversos parametros em condicdes de
equilibrio dindmico da fotossintese. Uma maior taxa de transporte de elétrons (Y) e
eficiéncia fotoquimica real (F,/Fy,") sdo as caracteristicas fotossintéticas de resisténcia ao
estresse (LI et al., 2017), pois quanto menor for o valor de F,/Fy,’, menor seré a eficiéncia
méaxima fotoquimica do PSII (OLVERA-GONZALEZ et al., 2013). Por seu lado, um
decréscimo significativo de Y evidenciard que uma menor quantidade de energia de
excitacdo foi utilizada para a sintese de ATP (adenosina trifosfato) e NADPH (Nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato) nos cloroplastos (PELOSO et al., 2017). Adicionalmente, o
guenching fotoquimico (aqui representado por q.) € considerado um indicador do estado
redox do PSIl (MURCHIER E LAWSON, 2013), que estima a fracdo de centros PSII abertos
e a proporcéo de energia de excitacdo captada por centros de reacdo abertos e usada para
transporte eletronico (GONZALEZ MORENO et al. 2008). Quanto maior o seu valor, maior o
namero de centros de reacdo abertos que a planta possui (OLVERA-GONZALEZ et al.,
2013), refletindo melhor o uso de luz pela planta. Este conjunto de parametros (Yan, Fv/Fn’,
gu), relacionados com o uso de energia para eventos fotoquimicos, mostrou em geral um
padréo de variagdo comum. Todos eles mostram impacto da seca (a 25/20 °C), auséncia de
impacto significativo da temperatura (Ctl) até 37/28 °C (e mesmo 39/30 °C), decréscimos a

42/30 °C (excepto q.), e auséncia de interacdo de estresses na exposicdo a temperatura
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méaxima (por comparacdo com as plantas SD a 25/20 °C), apesar de normalmente as plantas
Ctl apresentarem menor impacto (excepto F, /Fy,’ em Icatu). Estes resultados mostram assim
que as folhas mantém niveis de funcionamento fotoquimico quase inalterados até 37/28 °C ou
mesmo 39/30 °C, portanto ainda acima do que recentemente foi reportado (MARTINS et al.,
2016; RODRIGUES et al., 2016). Sublinha-se ainda atividade relevante mesmo a 42/30 °C, e
severa de restri¢do hidrica ao nivel dos centros de reacdo de PSII (ZLATEV, 2009).

Outro conjunto de parametros de fluorescéncia sdo utilizados como indicadores dos
processos de dissipagdo de energia em excesso ao nivel do PSII, a saber Yneq), Yoy € On.
Aumentos significativos de Yneg) € n Sugerem o aumento da proporgdo de dissipagéo de
energia na forma de calor relativamente ao seu uso em eventos fotoquimicos, com efeitos
negativos na fotossintese (PELOSO et al., 2017). Contudo, o aumento destes parametros é
indicativo da presenca de mecanismos de protecdo e de regulacdo do PSII. De fato, a
dissipacdo térmica do excesso de energia de excitagdo € uma importante resposta
fotoprotetora, pois ajudara a controlar (diminuir) o nimero de moléculas de clorofila no
estado excitado (Chl*) (SANDA et al., 2011; CAZZANIGA et al., 2013; GURURANI et al.,
2015; MISHRA et al., 2016; DALAL e TRIPATHY, 2018). Por outro lado, 0 Y o), reflete o
guenching  ndo-fotoquimico  relacionado  com  fotoinativagio e  dissipagdo
desregulada/descontrolada de energia pelo PSII (KRAMER et al., 2004; BUSCH et al., 2009;
HUANG et al., 2011). Assim, o aumento de Yoy constituira uma indicacéo da existéncia de
limitagGes no uso da luz incidente devido ao menor uso em processos fotoquimicos (Y () e/ou
insuficiéncia dos mecanismos fotoprotetores de dissipacdo controlada da energia em excesso
(Yowegy)) (HUANG et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016).

Tendo isto em conta, observou-se que a imposi¢éo de seca aumentou de forma clara
0s mecanismos de fotoprotecdo, refletidos nos aumentos de Ynpg) € Qn, que assim foram
suficientes para impedir a existéncia do aumento de fotoinativacdo, como refletido na
manutencdo (e até tendéncia para decrescer) de Yno), em ambos os genoétipos. Tal esta
igualmente de acordo com a nogdo que os valores de Yoy sS40 normalmente estavel em
condicdes de estresses ambientais (BUSCH et al., 2009), aumentando apenas em situacdes
graves (RODRIGUES et al., 2016), o que ndo terd sido o caso na exposicdo as condigdes de
seca severa implementadas no nosso estudo. E igualmente muito relevante que até 39/30 °C os
valores de Ynpq), Y(no) € On NE0 apresentaram variagOes significativas nas plantas Ctl.
Adicionalmente, a 42/30 °C, o decrescimo de Yy nestas plantas refletiu-se num aumento de
Ynrg) (€ gn) mas nédo de Yno) (exceto em Icatu-Ctl). Por fim deve também destacar-se que,

mesmo em condi¢Bes de submissdo a ambos os estresses em simultaneo, as plantas SD



103

(ambos os genotipos) a 42/30 °C mantiveram os valores de Yno), enquanto Yneg) € Qn
atingiram valores maximos (apesar de perto da saturacdo), protegendo as folhas dos danos
decorrentes do excesso de excitacdo das clorofilas (POMPELI et al., 2010; SILVA et al.,
2015).

No seu conjunto, estes resultados mostram uma clara eficiéncia dos mecanismos de
fotoprotecdo em detrimento do aparecimento de danos irreversiveis, o que est4 de acordo com
a ja referida (relativamente) répida recuperacdo de Anax (primeiro em Icatu e depois em
CL153). Tais mecanismos de dissipacao terdo contado com os mecanismos de quenching de
alta energia (ge), 0 componente rapido de (e integrado em) q, € a participacao de pigmentos
fotoprotetores (por exemplo, zeaxantina, luteina, [3-caroteno) que dissipam termicamente a
energia de excitacdo das moléculas excitadas de clorofila e de oxigénio, promovendo a
protecdo das antenas (zeaxantina, luteina) e dos centros de reagdo (p-caroteno) onde se
encontram localizados (ver Cap. 5). De fato, o reforco destes mecanismos constitui uma
resposta transversal do cafeeiro a diversos estresses ambientais, sendo parte integrante das
respostas que permitem uma efectiva aclimatagédo de Coffea spp., nomeadamente a baixas
temperaturas (RAMALHO et al., 2003; BATISTA-SANTOS et al., 2011; RAMALHO et al.,
2014), calor (MARTINS et al., 2016), seca (RAMALHO et al., 2018) e alta irradiancia
(RAMALHO et al., 2000), tendo igualmente atuado nas condi¢des aqui impostas.

Em resumo, sabendo que as membranas tilacéidais sdo particularmente sensiveis ao
calor e que impactos ao nivel fotoquimico estdo entre os primeiros indicadores da
sensibilidade, com danos ao nivel do PSII e da ultraestrutura do cloroplasto (MANO, 2002), é
muito importante a manutencdo do funcionamento fotoquimico nas folhas de cafeeiros até
37/28 °C (e mesmo 39/30 °C) quando submetidas apenas ao aumento de temperatura. E
igualmente relevante que para estas temperaturas e mesmo para 42/30 °C ndo houve
agravamento pela exposicdo combinada de temperatura e seca em nenhum dos parametros de
fluorescéncia avaliados quando comparados com os valores das plantas SD a 25/20 °C, para
ambos os genotipos. Contudo, deve-se de referir que em alguns, poucos, casos as plantas Ctl
foram mais afetadas que as SD a 42/30 °C, como em F, (ambos os gendtipos) e F./Fn, (Icatu).
Por altimo, ganha especial relevo, que a diminuigdo da capacidade do uso fotoquimico de
energia (Yqy € qu) foi compensada com aumentos de Ynpg) (6 Qn) mas ndo de Yoy,
reflectindo o refor¢co de mecanismos de fotoprotecéo em detrimento da ocorréncia de danos.

No periodo de recuperacdo apesar de algumas pequenas diferengas, ndo se
vislumbrou diferencas entre as plantas Ctl e SD, houve recuperagéo incompleta nalguns casos

(por exemplo, FJ/Fn, Fé/Fn’, Yay, QL) am ambos os genoétipos, e as plantas de lIcatu
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recuperaram mais rapidamente que as de CL153 em certos parametros (F, /Fr’, qn), COMO ja

havia sucedido, por exemplo, em P, e Apax-

Transporte Tilacoidal de Elétrons — Taxas e Transportadores

Os principais elementos transportadores de elétrons da cadeia tilacoidal incluem o
PSII, a plastoquinona, o complexo citocromo bef e plastocianina, e o PSI, que fazem parte do
chamado “esquema em Z”. Neste processo, as duas reagdes de captacdo de energia luminosa
operam em série, atraves das quais os elétrons extraidos da agua ao nivel do PSII séo
transferidos atraveés do pool de plastoquinonas, complexo citocromo bef (Cit bsez € Cit f) e
plastocianina até ao PSI e, finalmente, deste para ferredoxina, tendo como aceitador final dos
elétrons o NADP" (produzindo NADPH). Essas reagles de transferéncia de elétrons s&o
acopladas ao bombeamento de protons para o Iimen dos tilacdides criando um gradiente
electroquimico (de H") que é subsequentemente utilizado para produzir ATP pela ATPase das
membranas dos tilacoides (ROCHAIX, 2011).

Os componentes da cadeia de transporte de elétrons podem ser afetados sob
condicdes de estresse abidtico (NOURI et al., 2015), nomeadamente por estarem perto da
producdo de moléculas altamente excitadas, quer de Chl quer de oxigénio, com producéo, por
exemplo, de ROS nos dois fotossistemas, ja que em condi¢Bes metabolicas normais 10 a 30%
do transporte tlacoidal de elétrons pode resultar na fotoreducdo de O, (LOGAN, 2005;
FORTUNATO et al., 2010). Desta forma, mudancas nos parametros ambientais podem afetar
tanto as taxas de transporte fotossintético de elétrons como a atividade das enzimas do ciclo
de Calvin-Benson (SCHOTTLER et al., 2015).

As taxas de transporte de elétrons nos tilacoides que envolvem ambos fotossistemas
mostraram um impacto da seca nas plantas de CL153, mas ndo nas de Icatu, o que concorda
com os valores de F,/Fn, que desceram em CL153 e se mantiveram em Icatu, sugerindo uma
maior tolerancia dos fotossistemas em Icatu. Com o aumento de temperatura as plantas Ctl de
ambos o0s gend6tipos mantiveram (ou aumentaram) as taxas de transporte de elétrons até 37/28
°C, e mesmo a 42/30 °C os impactos foram reduzidos ou inexistentes em relacdo aos valores
iniciais a 25/20 °C. Desta forma, o acréscimo dos impactos observados na Amax Ndo sera
atribuivel (pelo menos na sua maior parte) a problemas ao nivel da atividade dos
fotossistemas. Esta tolerancia ao nivel dos fotossistemas confirma resultados reportados em
café para exposicdo a temperaturas supra-Otimas (RODRIGUES et al., 2016), ou
considerando a rapidez na recuperacdo apos submissdo a alta irradiancia (RAMALHO et al.,
1999) e baixas temperaturas (RAMALHO et al., 2003).
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Deve-se igualmente realcar que a exposi¢cdo simultdnea a ambos 0s estresses mostra
impacto a 37/28 °C em ambos os fotossistemas dos genétipos, tendo em conta as diferengas
entre plantas Ctl e SD nessa temperatura. Contudo, nas plantas SD ocorre agravamento
moderado quando comparado com a temperatura de 25/20 °C, mostrando alguma interacao
dos estresses nesta temperatura, que se torna mais evidente a 42/30 °C. Nesta temperatura, as
plantas SD mostraram decréscimos da atividade dos fotossistemas, com reducles face as
plantas Ctl a 25/20 °C que atingem 31% e 13% (PSII+OEC), 38% e 12% (PSII-OEC) e 31% e
20% (PSI), respectivamente em CL153 e Icatu, que terdo contribuido para o decrescimo de
Anax (Tabela 3). Contudo, ao contrario de Amax, 0S impactos nos fotossistemas s&o menores em
Icatu, o que poderd estar ligado a um maior reforco dos mecanismos antioxidativos, como
observado na resposta a estresses de calor e frio (RAMALHO et al., 2003; FORTUNATO et
al., 2010; RAMALHO et al., 2013; MARTINS et al., 2016). Esta diferenca entre genotipos é
também observavel na prevaléncia de impactos negativos nos fotossistemas em Recl4 nas
plantas CL153-Ctl e SD e Icatu-SD, em linha com a recuperagdo incompleta de F,/Fy nas
plantas SD (Tabela 4) e com a recuperacéo total de Pp, Anax € Fy /Fry” nas Icatu-Ctl.

A exposicdo a estresses pode causar estresse oxidativo, particularmente levando a
dissociacdo do complexo de evolucdo do oxigénio (OEC) do PSII, resultando numa maior
inibicdo do transporte de elétrons para o lado do receptor do PSII (WANG et al., 2018). Ja a
fotoinibicdo de PSI é induzida principalmente por ROS produzidas no lado receptor do PSI
através da reacdo de Mehler (SONOIKE, 2011; YAN et al., 2013). O PSI é frequentemente
considerado como mais resistente, devido a um mecanismo mais eficiente que o protege da
fotoinibi¢do, mediada principalmente por enzimas como a superoxido dismutase e a ascorbato
peroxidase que removem espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas no lado redutor do
PSI (OZAKCA, 2013). Entretanto, nossos resultados mostram que a 42/30 °C o PSI e PSII
apresentaram afetacdo semelhante (tanto nas plantas Ctl, marginalmente afetadas, como nas
SD) e moderada, tendo em conta a severidade dos estresses (individuais e em simultaneo).
Desta forma, 0s mecanismos de dissipacdo de energia na forma térmica (ROCHAIX, 2011;
NATH et al., 2013; GURURANI et al., 2015), refletidos no nosso trabalho em Ypg) € O,
assim como a possivel presenca de pigmentos de fotoprotecdo e a acdo de enzimas
antioxidativas (RODRIGUES et al. 2016) terdo conferido um nivel de protecdo que mesmo
em condi¢Ges extremas permitiu a manutencdo de atividade consideravel de ambos o0s
fotossistemas (Tabelas 4 e 5).

Intimamente associado a variacdo das taxas de transporte de eletrons estdo os

transportadores existentes nas membranas dos tilacdides. Algumas diferencas foram
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observadas em relagdo a cada um dos transportadores, relativamente aos estresses e
dependente do genotipo. A exposicdo a seca ndo teve impacto negativo em Icatu em nenhum
dos transportadores, observando-se inclusive reforgos significativos das quantidades (exceto
Cit bsgs), particularmente em PQ-9 (que duplicou), o que esta de acordo com a manutencao da
sua capacidade de transporte de elétrons no dois fotossistemas.

A PQ-9 corresponde a forma redox da plastoquinona que possui propriedades
antioxidantes, com capacidade de suprimir o oxigénio singleto (*O,) e inibir a oxidac&o das
membranas lipidicas, também desempenha papel importante na regulacdo das expressoes
génicas. Assim, possivelmente os incrementos observados podem ter ocorrido devido a
funcdo de protecdo (KSAS et al., 2018). Por outro lado, ainda em relacdo a exposic¢éo apenas
a seca severa, nas plantas de CL153-SD apenas PQ-9 nédo apresentou reducdes significativas,
enquanto Cit bssenp € Cit bsgs mostraram reducdes de ca. 30%, o que podera estar ligado ao
decréscimo observado na atividade dos dois fotossistemas e na eficiéncia fotoquimica do PSII
(Fy/Fn) nestas plantas. Sabe-se que o complexo citocromo bgf € um dos locais predominantes
no controle do fluxo fotossintético, e que mudancas na capacidade de transporte de elétrons e
assimilacdo foliar se correlacionam estreitamente com o conteldo deste complexo, que
responde fortemente as mudancas nas condi¢cBes ambientais e estados metabdlicos
(SCHOTTLER e TOTH, 2014; SCHOTTLER et al., 2015), registando-se diminuicbes na
transferéncia de elétrons do complexo Cyt bef para PSI (SANDA et al., 2011) e do contetdo
do complexo citocromo bgf (KOHZUMA et al., 2009) em condic¢des de estresse hidrico.

O aumento de temperatura (plantas Ctl) provocou a 42/30 °C pequenas reducdes nos
transportadores (exceto PQ-9) em ambos os gendtipos, significativas apenas em CL153 para
Cit bssgLp (9%), Cit bssoup (10%) e Cit f (14%). Ainda assim, estes resultados refletem uma
tolerancia consideravel em ambos 0s gendtipos ao nivel destes componentes da cadeia de
transporte de eletrons, sugerindo que os significativos decréscimos na P, e Anax Nd0 se devem
particularmente ao impacto nas actividades dos fotossistemas ou a alteracbes no teor dos
transportadores tilacoidais de elétrons.

Em linha com os resultados obtidos nas actividades de ambos os fotossistemas, a
sobreposicdo de estresses (plantas SD) teve consequéncias claras a partir de 37/28 °C, por
comparacdo ao valor observado a 25/20 °C e as plantas Ctl nessa temperatura, embora sem
diferencas Obvias entre genotipos.

No final do periodo de recuperacao registraram-se valores proximos as plantas Ctl no
inicio do experimento para plantas Ctl e SD apenas em PQ-9 para ambos 0s genoétipos. No

restantes transportadores as plantas Icatu-Ctl recuperaram em todos excepto Cit bses, enquanto
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as lcatu-SD mostraram afetacdo em todos eles. Ja as plantas CL153-Ctl e SD ndo recuperam
em nenhum dos citocromos, com melhor recuperagdo nas ultimas (em linha com a atividade
dos dois fotossistemas), embora confirmando o maior impacto do calor nas plantas CL153 do

gue nas Icatu.

Atividade de Enzimas da Fotossintese

Para além da parte fotoquimica (analisada acima), 0s impactos nos processos
bioquimicos envolvidos no Ciclo de Calvin-Benson sdo de extrema importancia na tolerancia
fotossintética aos estresses ambientais. De fato, os impactos na atividade da RuBisCO tém
sido considerados criticos e 0s mais importantes relativamente ao impacto de temperaturas
elevadas (RODRIGUES et al., 2016), ou a aclimatacdo a alta irradiancia (RAMALHO et al.,
1999) e frio (RAMALHO et al, 2003) em Coffea spp. Estima-se que a diminuicdo da
atividade de RuBisCO sera um dos principais efeitos induzidos pelas mudancas climaticas,
pelo que devera ser considerada em qualquer modelo de previsdo sobre a produtividade das
plantas no futuro (GALMES et al., 2013). Contudo, deve-se também ter em conta que no caso
concreto do cafeeiro (mas também noutras culturas) o aumento de CO, atmosférico ligado ao
aquecimento global pode ter um impacto positivo ao nivel da carboxilacdo (diretamente pelo
aumento de CO; e indirectamente pelo aumento de competicdo do CO, com o O, reduzindo a
fotorrespiragdao), melhorando o crescimento das plantas e a sua capacidade de tolerar estresses
ambientais, como as temperaturas supra-6timas (MARTINS et al., 2014; 2016; RODRIGUES
etal., 2016; DAMATTA et al., 2018; 2019).

Os valores de ativacdo em Icatu sdo semelhantes aos encontrados anteriormente a
25/20 °C (RAMALHO et al, 2003). Como vimos atras, o déficit hidrico imposto promoveu
um impacto nas atividades da RuBisCO (inicial e total), de forma mais clara em CL153, mas
ndo afetou a RUSPK. Adicionalmente, a temperatura ndo provocou impactos negativos (Ctl)
nem mostrou interacdo com a seca (SD) até 37/28 °C, havendo pelo contrério aumentos das
atividades enzimaéticas avaliadas (nas plantas Ctl). Apenas a 42/30 °C ha impactos
significativos da temperatura per se (Ctl), e uma forte interacdo dos dois estresses, em ambos
0s gendtipos e enzimas, que mostram decrécimos de mais de 70% dos valores das suas
atividades (Tabela 7). Estas reducgdes confirmam os impactos observados por Rodrigues et al.
(2016) para temperaturas de 42/34 °C, e ocorrem apesar do significativo aumento de
transcriptos para a RuBisCO (MARTINS et al., 2017). Desta forma, decréscimo de atividade
total da RuBisCO podera ter a ver com uma maior degradagdo que ndo é compensada ao nivel

da traducdo (e sintese de novo) de novas moléculas de RuBisCO, ou ainda por haver
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problemas na conformacao ativa da enzima.

O decréscimo de atividade podera também ter sido causado pela inativagdo da
enzima, através do bloqueio de uma percentagem dos sitios cataliticos de RuBisCO devido a
ligacdo de inibidores produzidos em condicGes estressantes que diminuem a concentracéo de
locais cataliticamente disponiveis para carboxilacdo (GALMES et al., 2013; DALAL e
TRIPATHY, 2018). De fato, a diminuicdo na atividade de RuBisCO estd associada a
regulacdo negativa do estado de ativacdo da enzima em resposta a seca ou/e a alta temperatura
(GALMES et al., 2013). Contudo, as altas temperaturas prejudicam a ativacdo do RuBisCO
pela acdo sobre a chaperona catalitica, a RuBisCO activase (Rca), que é extremamente
sensivel ao calor, tornando-se a principal causa da diminuicdo da fotossintese (GALMES et
al., 2013; SHIVHARE e MUELLER-CAJAR, 2017; PERDOMO et al., 2017). Contudo, tal
ndo parece ser o caso em Coffea spp. em relacdo a ambos os estresses pois o estado de
ativacdo foi apenas alterado em CL153 em relacdo a seca (recuperando ja a 31/25 °C ainda
nas plantas SD) e ndo mostrou alteragdes a 42/30 °C em relagéo ao observado a 25/20 °C (com
OU sem seca).

Adicionalmente, em condicGes de calor e estresse hidrico pode haver a estimulacao
da oxigenacdo em relacdo a carboxilacdo, promovendo a funcdo de oxigenacdo da RuBisCO
que desta forma aumentard a taxa de fotorespiracdo e a producdo de H,O,, uma molécula
toxica para as células vegetais (SONG et al., 2014). Apesar do efeito de maior taxa de
oxigenacdo devido a restricdo de acesso de CO; aos locais de carboxilacdo (devido ao fecho
estomatico) poder justificar o impacto na Py, seria ultrapassado na determinacdo da atividade
total da RuBisCO durante a qual a amostra é incubada com alta disponibilidade de CO,. Desta
forma, os decréscimos de atividade total estardo em Coffea spp. provavelmente relacionados
com modifica¢bes da conformacdo nativa/funcional da proteina e/ou degradacdo da mesma
nas condicBes de alta temperatura, contrastando com significativa tolerancia que esta enzima
mostrou noutras espécies (BERRY e BJORKMAN, 1980; WISE et al.,2004).

Relativamente a enzima Ru5PK, a diminuicdo da sua atividade ja a 37/28 °C (SD) e a
42/30 °C (Ctl e SD) podera estar relacionada com a baixa disponibilidade de RuBP, tendo em
conta a reducdo de P, (e de gs), reforcando a hipotese de que a forte reducdo P, pode incluir
disponibilidade limitada de substrato para o ciclo de Calvin (PARTELLI et al., 2009). No
final do periodo de recuperacdo ambas as enzimas mostram valores semelhantes aos do
controle inicial (exceto em Ru5PK nas plantas em CI1153 Ctl), mostrando uma boa capacidade
de recuperacdo tal como observado apds submissdo de C. arabica cv. Catucai IPR102 a 4° C

(PARTELLI et al.,, 2009). E ainda relavante notar que esta recuperagio das atividades
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enzimaticas foi acompanhada da recuperacdo de Anax €, especialmente em Icatu, de Pp,
mesmo tendo ainda permanecido alguns impactos em diversos parametros fotoquimicos (por
exemplo Y, qu, Fs/Fn’, alguns transportadores como os Cit f e bses, € taxas de transporte de
elétrons (estas em CL153), o que parece reforcar a nocdo da importancia da
sensibilidade/tolerancia da parte bioquimica na sensibilidade/tolerancia global da via
fotossintética em Coffea spp.

Assim, as reacdes bioquimicas parecem constituir o ponto principal da afetacdo do
metabolismo fotossintético (e de Amax engquanto valor integrador de todos os processos), tendo
em conta: 1) a sensibilidade observada nestas enzimas quer nas plantas SD desde 25/20 °C até
42/30 °C (principalmente nesta temperatura sob efeito dos dois estresses), quer nas plantas Cil
a 42/30 °C, que contrastaram com 2) a muito menor extencdo dos impactos ao nivel das
membranas e funcionamento fotoquimico (parametros de fluorescéncia, transportadores e
taxas de transporte de eletrons), reveladoras de uma importante tolerancia a seca e ao calor
(em especial em Icatu). De fato, a atividade da RuBisCO e as taxas fotossintéticas estdo
correlacionadas (KUMAR et al., 2016).

Permeabilidade Membranar

A avaliacdo do aumento da permeabilidade membranar, correspondente a perda de
ions, tem sido adotada como uma medida da estabilidade e integridade da membrana celular e
como um teste para tolerancia a condicdes estressantes (SCOTTI-CAMPOS et al., 2016;
ELBASYONI et al., 2017), nomeadamente ao calor noutras espécies (DIAS et al., 2010), e ao
frio em cafeeiros (CAMPOS et al., 2003). Contudo deve ter-se em conta que a perda de
eletrolitos pode ser influenciada pela idade planta/tecido, 6rgdo amostral, estadgio de
desenvolvimento, estacdo de crescimento, grau de tolerdncia e espécies de plantas (AL-
JEBORY, 2013).

A permeabilidade das membranas (Tabela 8) aumentou de forma moderada devido a
exposicdo a seca severa (mais em CL153 que em Icatu), tal como observado em C. arabica
exposto a diminuicdo da disponibilidade hidrica do solo (PELOSO et al., 2017).
Notavelmente, as membranas ndo mostraram sensibilidade térmica (plantas Ctl), mantendo o
valor de perda de eletrdlitos em ambos os genétipos, mesmo a 42/30 °C. Tal esta de acordo
com as observacdes discutidas para as taxas de transporte (Table 5) e transportadores (Tabela
6) de eletrons, que sdo dependentes da manutencdo da integridade das membranas do
cloroplasto. Estes resultados concordam ainda com observagdes de que a permeabilidade

membranar permaneceu estavel entre as estacGes de Primavera (temperatura amena) e Verdo
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(alta temperatura), sem diferencas entre os genotipos C. arabica cv. Catuai Amarelo IAC 62 e
C. canephora cv. Conilon Emcapa 8111 Clone 02 (RODRIGUES et al., 2018), o que pode
estar associado a remodelagdes ao nivel da matriz lipidica das membranas, por forma a tornar
mais rigida (por exemplo, aumentando a saturacdo dos &cidos graxos) uma membrana que o
aumento de temperatura torna mais fluida (PARTELLI et al., 2011; SCOTTI-CAMPOS et al.,
2014). Neste estudo as plantas foram submetidas a temperaturas méxima e média em torno
dos 32 e 26 °C na Primavera e 38 e 31 °C no Verdo, respectivamente, claramente dentro (e
abaixo) da gama de valores estudada nos nossos genoétipos. Estdo também de acordo com a
termotolerancia da maquinaria fotossintética até uma gama de valores de 37 a 40 °C, ao nivel
do funcionamento do PSII e dos tilacoides, como reflete a manutengéo dos valores de F,/Fp,
taxas de transporte de eletrons e perda de eletolitos pelas membranas em Coffea spp.
(MARIAS et al. 2017).

Contudo, contrastando com as plantas Icatu-SD, observou-se um forte aumento da
perda de eletrélitos a 42/30 °C nas plantas CL153-SD, o que evidencia uma interacdo de
ambos 0s estresses apenas neste genotipo. Tal terd estado associado ao impacto no transporte
de elétrons associado aos PSII e PSI, com quebras sempre acima de 30% (Tabela 5). De fato,
0s estresses ambientais prejudicam a atividade da membrana tilacdide pela sua ruptura,
inibindo assim as atividades dos transportadores de elétrons e enzimas associados a
membrana, resultando na redugdo da taxa de PSI e PSII e da fotossintese (PINHEIROS e
CHAVES, 2011; NOURI et al., 2015). O agravamento da perda de eletrolitos pelo efeito
combinado de seca e temperatura elevada foi também reportado em beldroega, por
comparagao ao controle e estresses individuais (JIN et al., 2016).

Os estresses ambientais sdo conhecidos por promover modifica¢cbes da composigédo
lipidica das membranas, pois a natureza dos acidos graxos que compdem as membranas
lipidicas das plantas pode variar com as condicGes de temperatura e disponibilidade hidrica
(MARTINS et al., 2008). Contudo, deve-se notar que a limitagdo do uso de energia pelos
processos fotoquimicos pode aumentar a producdo de ROS (LOGAN, 2005), que podem
causar lesdes nas membranas (KONG et al., 2016), nomeadamente por lipoperixidacédo
(PARTELLI et al., 2011; AL-JEBORY, 2013; SCOTTI-CAMPOS et al., 2014), contribuindo
assim para o aumento da perda de eletrélitos (WAHID et al. 2007; DIAS et al. 2010).

Finalmente, observou-se que no periodo de recuperacdo as plantas SD de ambos 0s
genotipos mantiveram valores algo acima dos valores de controle iniciais, concordando com a
recuperacgdo parcial observada em diversos parametros (por exemplo, F./Fn, Fs/Fn’, Taxas de

transporte de eletréns, Cit bssgrp, Cit bssg p, Cit f e Cit bsgs), conforme discutido acima para a
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relacdo entre a integridade membranar e os eventos ligados as membranas.

CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo fornecem evidéncias importantes dos
impactos individuais e conjuntos do calor e seca sobre o funcionamento da maquinaria
fotossintético e seus pontos mais relevantes de tolerancia/sensibilidade, em dois genotipos de
cafeeiros representando as duas espécies mais cultivadas.

E normalmente aceito que a espécie C. canephora apresenta um maior grau de
tolerancia a estresses ambientais do que a espécie C. arabica, entretanto vimos um bom
desempenho do mesmo e por hora nalgumas vezes até melhor do que o Conilon em pontuais
situacOes e parametros avaliados.

Notou-se que as plantas bem regadas mantiveram bom desempenho fotossintético
com aumento de temperatura, apresentando alteragcdes somente a 39/30 °C em CL153 e Icatu
a partir de 34/28 °C assim como houve aumento de F, e diminuicdo em F,/F, e aumento no
nivel de fotoinibicdo do PSII. Apesar de, por exemplo, Py, s, E, Yay € Amax mostrarem
impactos da seca severa, diversos parametros fotossintéticos ndo mostram impacto relevante
relacionados com funcionamento da maquinaria fotossintética nas plantas de ambos o0s
genotipos quando expostas a condi¢des de seca severa (e.g., taxas de transporte de eletrons)
ou para temperaturas até 37/20 °C ou 39/30 °C (e.g., Fo, Fu/Fp, atividades da RuBisCO),
ocorrendo até melhor comportamento nas plantas de Icatu (por exemplo funcionamento dos
PSII e PSI). Desta forma, nestas condi¢cBes muito do que se observa terd provavelmente mais
a ver com processos de regulacdo e fotoprotecdo do que com danos permanentes.

De modo geral, a 42/30 °C houve sinais evidentes de efeitos negativos da
temperatura (com ou sem a sobreposicdo de condi¢bes de seca, com impacto particularmente
extenso na atividade da RuBisCO e da Ru5PK, mas com um impacto generalizado no caso da
sobreposicdo de estresses como decréscimos do teor de PQ-9, da taxa de transporte de
eletrons (no PSII e PSI) e perda de electrolitos (CL153). Deve notar-se que nem sempre a
exposicdo simultanea aos dois estresses piorou a resposta das plantas SD, como é exemplo 0
caso dos transportadores tilacoidais de eletrdes (exceto PQ-9), muitas vezes houve a
manutencdo mesmo em condicdo de seca e aumento de temperatura.

Notavel capacidade de recuperacdo foi vista apds reestabelecimento das condicGes
normais de agua e temperatura para maioria dos parametros, de forma mais evidente as trocas
gasosas, sendo que Amax foi totamente recuperado logo nos primeiros dias de recuperagéo.

Alguns pardmetros da fluorescéncia da clorofila e alguns transportadores apresentaram boa
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recuperacdo, outros nem tanto dependendo da espécie e das condigcbes estressantes. Os
fotossistemas e transportadores foram mais impactados, mostrando pior recuperagédo. Estes
foram protegidos por aumentos dos fotoprotetores Y(neg) € N que foram suficientes para
impedir a fotoinativacdo refletida pela manutencéo de Y (no).

Logo, ha demonstracdo da capacidade de resiliéncia do cafeeiro frente as condigdes
ambientais estressantes. Nesse sentido, as perspectivas futuras sobre a sustentabilidade da
producdo de café, sdo baseadas apenas em cenarios de temperatura crescentes, ndo deverdo
ser tdo catastroficas como previsto anteriormente se maiores esforcos em estudos neste

sentido forem firmados entre a cadeia cientifica.
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CAPITULO5
MECANISMOS DE PROTECAO EM CAFEEIROS FACE AOS ESTRESSES

HIDRICOS E CALOR

RESUMO: As alteragdes climaticas envolvendo seca e calor tem sido dito como mais
danosas a sustentabilidade das atividades agricolas e quando ocorridas juntas potencializam os
efeitos de estresse. Devemos considerar que as plantas possuem mecanismos de defesa
eficientes que sdao ativados quando expostas a condi¢des andmalas. A fim de verificar o
desempenho de cafeeiros em condi¢des de seca e calor isoladas e sobrepostas levaram-se aos
estudos com plantas pertencendo a duas cultivares, das principais espécies produtoras: C.
arabica L. cv. Icatu e C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153).
Estas foram submetidas a duas condi¢des hidricas: bem regado (Ctl) e seca severa (SD) em
condi¢des adequadas de temperatura (25/20°C dia/noite), apdés o que foram expostas a
temperaturas supra-otimas crescentes até 42/30 °C, e um periodo de recuperagdo com o
reestabelecimento de condigdes favoraveis aos 14 dias (Recl4) e por vezes aos 4 e 7-10 dias
(Rec4 e Rec7-10). Foram avaliados parametros foliares relacionados ao estado de fotoinibigao
do PSII, a atividade de Ascorbato Peroxidase (4PX), Glutationa Redutase (GR), Superdxido
Dismutase (Cu, Zn-SOD), Ascorbato (ASC), enzima de choque térmico (HSP70), pigmentos
fotossintéticos e teor de malondialdeido (MDA). Os resultados evidenciaram, de modo geral,
tolerancia ao calor relevante até 37/28 °C para ambos os gendtipos de café bem regados, no
entanto, a 42/30 °C ocorreu a fotoinibi¢ao do fotossistema II. As plantas em seca severa foram
substancialmente fotoinibidas em comparacdo a controle, entretanto houve aumento da
atividade de APX, SOD e GR atuando como antioxidante na remocao de espécies reativas de
oxigénio (ROS), assim como muitos pigmentos foram mantidos por ambas as condi¢des de
estresse ou expressos de forma isolada atuando como fotoprotetor, dimuindo ou atenuando os
danos causados pelas condi¢des de estresse. Ainda, houve aumento a sintese de proteina de
choque térmico (HPS70) com aumento de temperatura e com a seca. O teor de MDA foi
aumentado apenas em 42/30 °C, mostrando a ocorréncia de peroxidacdo de lipidios de
membrana, mas evidenciando a termotolerdncia dos cafeeiros a temperaturas bem acima do
otimo. Assim, os cafeeiros quando bem regados tem potencial para tolerar temperaturas até
37/28 °C para maioria dos parametros avaliados, mas o déficit hidrico severo e a sobreposi¢ao
dos estresses conferem maior limitacdo para o desempenho dos cafeeiros, entretanto ocorre a
atuacdo de diversos mecanismos de defesa e capacidade resiliente de se recuperar apos

periodo de boas condigdes.
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PALAVRAS-CHAVE: resposta antioxidante, mudanga climatica, café, estresse hidrico,

enzimas, aquecimento global, estresse por calor, lipoperoxidagao, fotoinibi¢cdo, fotossintese.

MECHANISMS OF PROTECTION IN COFFEEERS, FACE TO WATER STRESSES
AND HEAT

ABSTRACT: Climatic changes involving drought and heat have been said to be more
harmful to the sustainability of agricultural activities and when they occur together they
potentiate the effects of stress. We must consider that plants have efficient defense
mechanisms that are activated when exposed to anomalous conditions. In order to verify the
performance of coffee trees in isolated and overlapping conditions of drought and heat, they
were studied with plants belonging to two cultivars, of the main producing species: C. arabica
L. cv. Icatu and C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153 (CL153). These
were submitted to two water conditions: well watered (WW) and severe dry (SD) under
appropriate temperature conditions (25/20 °C day/night), after which they were exposed to
increasing temperatures up to 42/30, and a recovery period with reestablishment of favorable
conditions at 14 days (Recl4) and sometimes at 4 and 7-10 days (Rec4 and Rec7-10). The
foliar parameters related to the state of photoinhibition of PSII, the activity of Ascorbate
Peroxidase (APX), Glutathione Reductase (GR), Superoxide Dismutase (Cu, Zn-SOD),
Ascorbate (ASC), heat shock enzyme (HSP70) photosynthetic pigments and malondialdehyde
content (MDA). The results showed, overall, tolerance to the relevant heat up to 37/28 °C for
both genotypes of well-watered coffee, however, at 42/30 °C photoinhibition of photosystem
IT occurred. The plants in severe drought were substantially photoinhibited in comparison to
control, however there was an increase in APX, SOD and GR activity acting as antioxidant in
the removal of reactive oxygen species (ROS), as well as many pigments were maintained
under both stress conditions or expressed in an isolated manner acting as a photoprotector,
reducing or attenuating the damage caused by the stress conditions. In addition, there was an
increase in the temperature and temperature increase of the thermal shock protein (HPS70).
The MDA content was increased only at 42/30 °C, showing the occurrence of membrane lipid
peroxidation, but evidencing the coffee thermotolerance at temperatures well above the
optimum. Thus, when well watered, coffee plants have the potential to tolerate temperatures
up to 37/28 °C for most of the evaluated parameters, but the severe water deficit and the

overlapping of the stresses imply a greater limitation to the coffee trees performance,
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however, defense and resilient ability to recover after a period of good conditions.

KEY WORDS: antioxidant response, climate change, coffee, water stress, enzymes, global

warming, heat stress, lipoperoxidation, photoinhibition, photosynthesis.

INTRODUCAO

Devido a atividades antropogénicas, desde a revolucdo industrial no século XVIII,
tem ocorrido um aumento da concentragdo de gases com efeito de estufa na atmosfera (IPCC,
2014) como CO,, NHy4 e N,0O. Tal aumento impede que parte da radiacdo solar seja dissipada
de volta ao espago mantendo o calor ao redor do planeta, levando a aumentos perceptiveis de
temperatura do ar e também alteracdes na distribuicdo das chuvas, degelo das calotas polares
e aumento do nivel do mar (VAN BEEK et al., 2010; IPCC, 2014; CASSIA et al., 2018;
LAMAOUI et al., 2018).

O caf¢ é uma das mercadorias mais negociadas no mundo, com vendas de varejo
estimado em US$ 173.000 milhdes anualmente (ICO, 2018). Estima-se que cerca de 125
milhdes de pessoas estejam envolvidos em toda cadeia produtiva, atuando como renda
principal para subsisténcia desta populacdo (BUNN et al., 2015; MARTINS et al., 2016;
DAMATTA, 2018). O café ¢ atualmente cultivado em cerca de 80 paises em desenvolvimento
(RAMALHO et al., 2014; MARTINS et al., 2014; MARIAS et al., 2017; RODRIGUES et al.,
2018), destacando-se como maiores produtores o Brasil, Vietna, Colombia, Indonésia,
Honduras, Etiopia, india e Uganda (ICO, 2018). Diariamente cerca de 2500 milhdes de
xicaras de café sdao consumidas em todo o mundo (BAGYARAIJ et al., 2015), havendo
perspectivas promissoras para o aumento de consumo de café nos proximos anos,
principalmente entre jovens e no continente asiatico.

O cafeeiro se caracteriza como uma planta perene lenhosa pertencente a familia
Rubiaceae. Das 125 espécies dentro do género Coffea (KRISHNAN et al., 2013) apenas duas
sdo responsaveis por 99% da produg¢dao mundial. A espécie Coffea arabica L. (café Arabica) ¢
responsavel pelo maior montante de 60-65% da producado e a espécie C. canephora Pierre ex
A. Froehner cv. Conilon (café Robusta, no Brasil denominado Conilon devido a importancia
dos clones desta cultivar na agricultura brasileira) responde por 35-40%. Além de estas duas
espécies diferirem em aparéncia e origem, apresenta grande divergéncia em qualidade e sabor
da bebida (DAVIS et al.,, 2011; BAGYARAIJ et al., 2015; DAMATTA, 2018). Ambas as
espécie tém exigéncias de cultivo semelhantes, mas algo distinta quando se refere a faixa de

temperatura e precipitacdo. O cultivo da espécie C. arabica exige temperatura média de 18 a
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22 °C e precipitacao bem distribuida ao longo do ano de 1600 mm e maiores altitudes (mais
frescas). Ja C. canephora tolera temperaturas médias mais altas (22 a 30 °C) e demanda
precipitacdo em torno de 1800 mm anuais e altitudes mais baixas, sendo normalmente
considerada mais tolerante ao calor ¢ menos ao frio do que C. arabica (DAMATTA e
RAMALHO, 2006; RAMALHO et al., 2013a; MARTINS et al., 2014).

A cafeicultura vem passando por intensos avangos tecnologicos e cientificos, com
melhorias em produ¢do e qualidade. Entretanto, previsdes futuras de mudangas climaticas
globais apontam para ameacas importantes para esta cultura, pois se estima aumento gradual
da temperatura e maior prevaléncia de periodos com seca num futuro proximo, com
importantes consequéncias ao nivel da sustentabilidade da cultura do café, decréscimo de
produtividade, alteragdo das areas adequadas para o seu cultivo, e extingdo de diversas
espécies selvagens de café tdo necessarias para programas de melhoramento (BUNN et al.,
2015; RODRIGUES et al., 2016; ZARGAR et al., 2017; MOAT et al., 2019). Contudo devem
também considerar-se estimativas menos dramaticas que apontam para o fato do cafeeiro
poder se beneficiar do aumento de CO, atmosférico que esta ligado ao aquecimento global, o
que mitigaria significativamente (ou anularia) o impacto do aumento de temperatura, desde
que haja disponibilidade hidrica adequada (MARTINS et al., 2014; DaMATTA et al., 2016;
RODRIGUES et al., 2016; VERHAGE et al., 2017; SEMEDO et al., 2018; DaMATTA et al.,
2018; RAHN et al., 2018; DaMATTA et al., 2019).

Ainda assim, a prevaléncia de maior frequéncia de eventos climaticos extremos (de
temperatura e 4gua) pode ter consequéncias sobre a producdo agricola. Atualmente
temperaturas elevadas e secas sdo as mudangas mais temidas para os ecossistemas e para a
agricultura, pois afetam negativamente todos os processos fundamentais das plantas, com
impacto no desenvolvimento, produ¢do e qualidade final, inclusive no café (RAMALHO et
al., 2018; RODRIGUES et al., 2018). Quando estas limitagdes ocorrerem simultaneamente ¢
previsivel que agravem ainda mais o nivel de estresse (ABDELGAWAD et al., 2015;
BROWN et al., 2016; MARIAS et al., 2017, DUBBERSTEIN et al., 2018, SEMEDO et al.,
2018), pois o défice hidrico e o calor excessivo tém efeito frequentemente cumulativo nos
processos morfologicos e fisiologicos (PANDEY et al., 2015), podendo ocasionar reducdes
nos rendimentos das colheitas em até 50% (LAMAOUI et al., 2018).

O aumento de temperatura estimula proporcionalmente mais as vias da
fotorrespiragdo e respiragdo mitocondrial do que a da fotossintese nas plantas C3
(DAMATTA et al. 2010; RODRIGUES et al., 2018). Adicionalmente, o fechamento dos

estdmatos € uma das primeiras respostas ao déficit hidrico, de forma a limitar a perda de agua
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por transpiracdo. Contudo, a menor abertura estomatica limita igualmente a troca de calor da
folha (que assim aquece mais) e a difusdo de CO, até aos locais de carboxilacdo no
cloroplasto, comprometendo a assimilacéo de carbono pela fotossintese (MELKE e FETENE,
2014; MENEZES-SILVA et al., 2017). Com o processo fotossintético limitado decresce 0 uso
fotoquimico de energia, a luz interceptada pelas folhas pode tornar-se excessiva e desencadear
um estado saturado de poder redutor, podendo levar a formacéo de espécies altamente reativas
de clorofila e de oxigénio (ROS). A producdo de ROS é uma consequéncia inevitavel do
metabolismo aerdbico, aumentando durante condigdes estressantes (AWASTHI et al., 2015).
Quando produzidas de forma descontrolada acabam por atuar como promotor de processos
fotoinibitorios e fotooxidativos, causando, nomeadamente, peroxidacdo de lipideos, danos
celulares e inativacdo de enzimas do ciclo de Calvin (WAHID et al. 2007; DIAS et al., 2010;
NOCTOR et al., 2014; MENEZES-SILVA et al., 2017; YANG et al., 2018).

Contudo, as plantas desenvolveram uma série de respostas para enfrentar condicdes
de estresses, englobando alteracbes nos niveis molecular, bioquimico e fisiologico
(MENEZES-SILVA et al.,, 2017; YANG et al., 2018, LAMAOUI et al., 2018). Essas
alteracdes envolvem uma estreita coordenacdo entre os processos fisioldgicos, incluindo a
fotossintese, a respiracéo e a fotorrespiracdo, a fim de evitar um desequilibrio entre a absor¢édo
e 0 uso de energia luminosa (KRASENSKY e JONAK, 2012; MENESES-SILVA et al.,
2017). Logo, a flexibilidade metabdlica das plantas em geral, e de café em especial, nas
respostas de ajuste as condicbes de estresse ambiental deve ser sempre considerada
(RAMALHO et al., 2013a, 2014), ponderando, nomeadamente, a expressdao de genes que
codificam proteinas e enzimas com funcdo antioxidativa (como Ascorbato Peroxidase e
Glutationa Redutase, que atuam no Ciclo do Ascorbato-Glutatido de remocdo de ROS),
proteinas de choque térmico e expressdo de genes ligados a producdo de ABA, como também
a sintese de pigmentos fotossintéticos com funcdo fotoprotetora, alteracdo da composicédo da
matriz lipidica membranar, etc. (RAMALHO el al., 2000; DAMATTA e RAMALHO, 2006;
PARTELLI etal., 2009; FORTUNATO et al., 2010; PARTELLI et al., 2011; RAMALHO el
al., 2013a; SCOTTI-CAMPOS et al., 2014; MARTINS et a., 2016; MENEZES-SILVA et al.,
2017; CASSIA et al., 2018; YANG et al., 2018).

Diante disso, este trabalho tem como objetivo estudar o comportamento dos
mecanismos de protecdo dos cafeeiros ardbica e conilon submetidos a estresse hidrico e

aumento de temperatura.

MATERIAL E METODOS
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Material Vegetal e Condi¢cdes Experimentais

Dois genotipos de café amplamente cultivados das duas principais espécies
produtoras, C. arabica L. cv. Icatu e C. canephora Pierre ex A. Froehner cv. Conilon Clone 153
(CL153) foram avaliados. Plantas com cerca de sete anos de idade, cultivadas em camaras de
crescimento walk-in (EHHF 10000, ARALAB, Portugal), em vasos de 80 L com um substrato
composto por uma mistura de solo, turfa e areia (3:1:3, v/v/v) e foram mantidas em condic¢des
ambientais controladas de temperatura (25/20 °C, dia/noite), irradiancia (cerca de 700-800
pmol m™? s™), [CO,] no ar externo de 380 uL L™, humidade relativa (75%), fotoperiodo (12 h) e
disponibilidade hidrica sem restri¢coes.

Ao iniciar o ensaio as plantas foram submetidas a duas condic@es hidricas: 1) Controle
(Ctl) - bem regadas, com teor relativo de agua foliar de alvorada (RWCyq) de cerca de 95% e
potencial hidrico de alvorada (%,q) até cerca de 0,5 MPa, e 2) seca severa (SD) com RWCpqy
<70% e Py < -2,5 MPa). Apos estabilizagdo durante ca. 20 dias, a temperatura foi entdo
gradualmente aumentada (0,5 °C dia™ da temperatura diurna) desde 25/20 °C (dia/noite) até
42/30 °C, com cinco dias de estabilizagdo a 31/25, 37/28, 42/30 °C para possibilitar as
avaliacGes programadas. Por fim, a temperatura foi reajustada para 25/20 °C e normalizado o
fornecimento de agua, acompanhando-se a capacidade de recuperacdo das plantas durante 14
dias (Recl4), num total de 83 dias desde o inicio de estabelecimento dos niveis de
disponibilidade hidricos até ao fim do experimento.

Todas as determinacdes foram efetuadas a 25/20, 31/25, 37/28, 42/30 °C e a Recl4.
Adicionalmente, alguns parametros foram também avaliados em temperaturas intermédias
(28/23, 34/28, 39/30 °C), assim como ao fim de 4 (Rec4) e entre 7 e 10 (Rec7-10) dias ap6s
reestabelecimento da temperatura controle e dos niveis de disponibilidade hidrica.

As determinacdes foram feitas em folhas recém-maturas, localizadas na parte superior
(iluminada) de cada planta. Exceto quando indicado em contrario (Relagdes Hidricas Foliares),
as analises foram efetuadas apés ca. 2 horas de iluminacdo. O material foliar coletado destinou-
se a avaliagBes imediatas, ou foi congelado instantaneamente em N liquido e armazenado a -
80°C para analises posteriores (por exemplo, analises bioquimicas). Ao longo do experimento
as plantas foram mantidas sem restricbes nutricionais, seguindo as recomendacfes para a

cultura.

Estado de Fotoinibi¢éo do PSII
O calculo dos indices de fotoinibi¢do de PSII (WERNER et al., 2002),) incluiu: (A)

fotoinibicdo cronica (Plcny), representando a reducdo percentual em F,/F, em cada
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temperatura em relacéo ao F,/F,, maximo obtido durante todo o experimento; (B) fotoinibicéo
dindmica (Plpyn), representando o declinio em F./Fy que é totalmente reversivel durante a
noite, sendo medido como a reducgéo percentual no meio do dia F, /Fy,” em relacéo a F,/F, em
cada temperatura, em relacdo ao maximo F,/Fr, de todo o experimento; (C) fotoinibicéo total
(Plrotat = Plcnr + Plpyn). O Fu/Fr e Fy /Fr” representaram a maxima eficiéncia fotoquimica do
PSII (avaliado em amostras adaptadas a escuridao) e a eficiéncia real do PSII da conversao de
energia (obtido a luz em equilibrio dindmico de fotossintese).

Caracterizacao de Pigmentos Fotossintéticos

Carotendides (Car) foram avaliados a partir de trés discos foliares congelados (cada
0,5 cm?). O processamento da amostra e subsequente HPLC em fase inversa foram levadas a
cabo como optimizado para café (RAMALHO et al., 1997), com pequenas alteracdes, usando
uma coluna C18, Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 mm), 5 um de poro, com revestimentos
terminais. A detecgdo foi realizada a 440 nm utilizando um sistema de HPLC (Beckman,
System Gold, Tulsa, EUA) acoplado a um detector de diodos (Modelo 168; Beckman), e a
identificacdo e quantificacdo foram realizadas usando padrdes individuais de cada pigmento.
O estado de desepoxidacdo (DEPS), envolvendo os componentes do ciclo das xantofilas, foi
calculado como DEPS = (Zeaxantina (Z)+0.5 Anteraxantina (A))/(Violaxantina (V)+A+Z).

Para determinacdo das clorofilas (Chls) utilizou-se uma aliquota das mesmas
amostras que foram diluidas de forma a ficarem em acetona a 80%, efetuando-se a
quantificacdo espectrofotométrica, utilizando os comprimentos de onda e as formulas de
Lichtenthaler (1987).

Atividade Maxima de Enzimas Antioxidativas do Cloroplasto

Para isolamento dos cloroplastos (Lidon e Henriques, 1993a), utilizou-se ca. 8 g FW
de tecido foliar. A actividade Superoxido Dismutase (Cu, Zn-SOD, EC 1.15.1.1), foi
determinada a 25 °C com base no método de McCord e Fridovish (1969), como descrito em
detalhe em Ramalho et al. (1998) para Coffea sp, através da taxa inibicao do ferricitocromo c,
a 550 nm. Uma unidade de Cu, Zn-SOD é definida como a quantidade de enzima necessaria
para causar uma inibicdo de 50% na taxa de reducdo do cit c.

A atividade enzimatica da ascorbato peroxidase (APX) do cloroplasto foi
determinada em extratos de cloroplastos (obtidos a partir de 3-4 g de FW de tecido foliar),
como descrito anteriormente (RAMALHO et al., 1998). A ascorbato peroxidase (APX, EC

1.11.1.11) foi avaliada através do consumo de ascorbato (a 290 nm, 120 s, 25°C) usando um
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coeficiente de extincdo de 2,8 mM™ cm™ para célculos.

A determinacdo da atividade do Glutationa Redutase (EC 1.6.4.2) foi realizada como
descrito em Ramalho et al. (2008). O isolamento dos cloroplastos foi realizado de acordo com
Foster e Hess (1980), utilizando 3-4 g FW de tecido foliar. A suspensdo obtida foi entéo
processada como em (Foyer et al., 1995). A atividade enzimica foi ensaiada de acordo com
(Schaedle e Bassham, 1977), utilizando 2 ml de uma solugéo de tampdo de reagéo de 50 mM
Tris-HCI (pH 7,5), contendo 3 mM de MgCl,, 0,5 mM de GSSG e 0,15 mM de NADPH. A
reacao foi seguida durante cerca de 10 min apds a adicdo de 25 ml de extrato, monitorizando a
oxidacdo de NADPH a 340 nm. Para evitar a superestimacéo das atividades do GRed, as taxas
foram corrigidas para a oxidagdo NADPH independente do GSSG, adicionando a cuvete de
referéncia 25 ml de extrato e omitindo o GSSG. Solugdes de NADPH entre 20 e 400 mg mL™

foram usadas para obter uma curva padréo.

Quantificacdo de Ascorbato

Amostras de folhas (ca. de 100 mg FW) foram homogeneizadas em 2 mL de uma
solucdo de acido meta-fosférico a 3% (w/v) e acido acético glacial a 4% (v/v), deixadas por
15 min com agitacdo e submetidas a ultrassonografias (5 min). As amostras foram entdo
centrifugadas (10.000 g, 5 min, 4 °C) e filtradas (PVDF, 0,45 mm) antes de uma analise por
HPLC de fase reversa, utilizando uma coluna C18, Spherisorb ODS-2 (250 x 4,6 mm), 5 pm
de poro, com revestimentos terminais ¢ deteccdo a 254 nm, usando un detector UV-Vis (mod.
440, WatersMillipore Associates, EUA). A eluicdo das injecBes de 20 mL foi realizada com
H,O a pH 2,2 (conseguida por adicdo de H,SO,4) durante 15 min, com um caudal de 0,4 mL

min™. Para quantificacéo, utilizou-se uma curva padréo de concentragdo de &cido ascérbico.

Quantificacdo de Proteina de Choque Térmico

Para a quantificacdo da proteina de choque térmico 70 kDa (HSP70) utilizou-se o
método decrito detalhadamente em Martins et al. (2016), utilizando 100 mg FW de tecidos de
folhas congelados. Apds processamento da amostra quantificou-se a HSP70 através de Ensaio
de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA), usando micro placas ELISA de fundo chato (Costar,
Corning, NY, USA). A absorbancia foi determinada a 405 nm utilizando em um leitor de
microplacas. As concentragdes de HSP70 foram detectadas comparando a absorbancia da
amostra com a absorbancia de uma proteina HSP70 purificada de referéncia. Os teores totais
de proteina solluvel dos extratos enzimaticos seguiram Bradford (1976), utilizando como

padrdo a albumina sérica bovina (BSA).
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Teor de Malondialdeido

A peroxidagdo lipidica foi avaliada através do teor de malondialdeido (MDA),
utilizando 100-150 mg (FW) de pdé de folhas congelados. As medidas de MDA foram
realizadas utilizando o protocolo do acido tiobarbitarico (TBA). Para célculo do teor de MDA
usou-se o valor de AbSss, nm, apds a subtracdo do valor inespecifico a AbSgeo nm, € O
coeficiente de extingdo de 155 mmol L.; cm.; (SCOTTI-CAMPOS et al., 2016).

Analise Estatistica

Os parametros medidos e calculados foram analisados por meio de uma ANOVA
two-way (P <0,05) para avaliar as diferencas entre as duas condi¢fes hidricas, entre as
diversas temperaturas, e sua interacdo, seguido pelo teste de Tukey para comparacGes de
médias. Cada ANOVA foi realizada independentemente para cada um dos genotipos

estudados. Um nivel de confianga de 95% foi adotado para todos os testes.

RESULTADOS
Estado de Fotoinibicédo do PSII

As condigdes estressantes tiveram diferentes impactos no estado de fotoinibi¢do do
fotossistema (PS) 11, havendo igualmente diferengas entre gendtipos (Tabela 1). A seca severa
aumentou significativamente as fotoinibigdes cronica (Plcy,), dindmica (Plp,,) e total (Plz,)
em plantas de CL153 e Icatu (exceto Plcy, que ndo alterou em Icatu). Entretanto o calor nao
afetou significativamente estes parametros até 39/30 °C, e apenas a 42/30 °C promoveu o
aumento de Plcy, € Plz,, em ambos os genotipos.

Com a conjugagdo de ambos os estresses, a 42/30 °C apenas Pl¢;, aumentou face as
plantas SD a 25/20 °C, mas nas plantas Icatu-SD esse valor de Pl¢y, foi significativamente
reduzido face as plantas Ctl nessa temperatura enquanto Plp,,, aumentou. Os valores de Plp,,
e Ply,, aumentaram em relagdo as respectivas plantas Ctl em CL153. De forma notavel, em
Rec4 os valores de Plcy, € Plp,, ndo mostraram diferencas significativas entre Ctl e SD ambos
0s genoétipos, apesar das plantas SD manterem valores acima dos observados nas plantas Ctl a
25/20 °C, tendéncia essa que se mantém mesmo em Recl4 nas plantas SD, sugerindo uma

recuperacgao quase total.
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Tabela 1. Avaliacéo das alteragGes de parametros de fluorescéncia da clorofila a ao nivel foliar, que incluem o a Plpy, (fotoinibi¢do dinamica), Plchr
(fotoinibicao crénica) e PlTotal (fotoinibicdo total), em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu,
submetidas a duas condicdes hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD) e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e
temperaturas supra-6timas de 28/23, 31/25, 34/28, 37/28, 39/32, 42/30 °C e recuperagdo ao fim de 4 dias (Rec4), 7 a 10 dias (Rec7-10) e 14 dias (Rec14).
Os valores representam a media + erro padrdo (n=8). As médias seguidas por mesmas letras mailsculas entre niveis de temperatura (A, B, C, D) e mesma

letra minuscula entre niveis de agua (a, b) ndo diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente para cada genotipo.

Temperatura (dia/noite)

Genétipo  Agua 25/20 °C 28/23°C 31/25°C 34/28°C 37/28 °C 39/30°C 42/30 °C Rec4 Recl10 Recl4
PIChr
CL 153 Ctl 5,72 £0,73bBCD 3,38 + 0,55bBCD 3,12+ 0,31bCD 3,01+0,27bD 3,14 £ 0,63bD 6,42 +0,63bBCD 22,27 +2,57aA 11,87 £+0,96bAB 11,06 + 1,44bBC 7,84 + 0,82bBCD
SD  1537+249aBCD 12,39+3,38aBCD 10,96 + 2,21aCD 5,88 + 0,80aD 6,83 £ 0,86aD 9,30 +2,17aBCD 23,28 +247aA 18,38 +£0,61aAB 15,95+ 152aBC 10,67 + 0,61aBCD
lcatu Ctl 7,79 £ 0,46aB 8,83 + 0,65aB 6,36 + 0,36aB 5,80 £ 0,94aB 9,60 + 0,84aB 4,76 £0,19aB 39,42 £ 6,25aA 11,82 +1,21aB 10,15 + 0,90aB 12,47 + 1,66aB
SD 6,90+ 1,02aB 3,81+0,47aB 4,20 £ 0,70aB 6,86 + 0,75aB 9,34 +1,70aAB 7,87 £ 0,68aAB 18,42 +£0,97bA  13,64+1,07aAB 12,40+ 0,54aAB 12,32 + 0,84aAB
I:)IDvn
CL 153 Ctl 21,70 £ 2,37bA 20,70 £ 3,98bA 21,27 + 2,76bA 26,14 + 3,05bA 16,79 + 1,73bA 18,72 + 3,48bA 27,41 + 3/43bA 27,73 £5,27aA 20,57 + 4,90aA 19,38 + 2,65bA
SD 41,38 £ 2,90aA 29,79 £ 2,183A 33,72 £3,57aA 38,25 £ 1,95aA 38,65 + 3,83aA 36,58 £ 4,83aA 34,92 £ 2,90aA 27,86 £ 1,58aA 21,28 £+ 3,61aA 24,43 £2,87aA
lcatu Ctl 19,87 £ 2,52bA 19,81 + 3,31bA 11,86 + 2,34bA 23,46 + 3,79bA 16,22 + 2,12bA 25,84 +1,82bA 26,10 + 4,86bA 20,77 £ 2,41aA 20,74 £2,31aA 10,71 £ 2,67bA
SD 38,39 £ 2,63aAB 39,61 £ 3,00aAB 40,33 £ 4,16aA 41,56 = 4,01aA 37,40 £ 3,25aAB 44,23 +3,15aA 40,15+ 2,86aAB 24,44 +2,64aBC 19,45+ 1,96aC 21,35+ 2,63aC
Pl Total
CL 153 Ctl 27,42 + 2,75bAB 24,08 + 4,35bB 24,39 + 2,90Bb 29,15 + 3,07Bb 19,93 + 1,89bB 25,14 + 3,60bB 49,68 + 3,41bA 39,61 +527bAB 31,63 +4,66bB 27,22 + 2,88bB
SS 56,75 + 4,45aAB 42,18 + 4,30aB 44,68 + 4,74aB 44,13 + 2,25aB 45,48 + 4,22aB 45,88 + 6,8aB 58,20 £ 3,12aA 46,24 £+1,38aAB 37,24 +3,72aB 35,10 £ 2,83aB
lcatu Ctl 27,67 + 2,65bB 28,64 + 3,43bB 18,22 + 2,16bB 29,26 + 3,75bB 25,82 +1,75bB 30,60 + 1,89bB 65,52 + 6,26aA 32,59 +1,76aB 30,89 £ 2,27aB 23,18 £2,16aB
SS  4529+241aABC 43,42 +3,07aABC 44,52 + 4,76aABC 48,42 +4,26aBCD 46,74 £+ 2,94aABC 52,09 + 3,40aAB 58,57 +2,76aA 38,08+ 3,20aBC 31,84 +2,32aC 33,67 £2,37aC
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Enzimas do Sistema Antioxidativo

As atividades das enzimas Superdxido Dismutase (Cu/Zn-SOD), Ascorbato
Peroxidase (APX) e Glutationa Redutase (GR) foram alteradas com as condi¢des impostas
(Tabela 2). A atividade da Cu/Zn-SOD aumentou com a seca em ambos 0s genétipos, 70% em
CL153 e 267% em Icatu. J& o aumento de temperatura provocou alguma flutuacéo de valores
(decréscimo em CL153 e manutencdo em Icatu, até 37/30 °C), a 42/30 °C apenas em Icatu se
observou um aumento significativo de atividade (65%). A conjugacdo de estresses promoveu
um aumento em CL153 a 42/30 °C face as plantas Ctl nessa temperatura. Deve notar-se que
nas plantas Icatu-SD o aumento na temperatura provocou forte decréscimo na atividade da
Cu/Zn-SOD logo a 31/25 °C, recuperando a temperaturas superiores até apresentar a mesma
atividade que as plantas Ctl a 42/30 °C. No final do periodo de recuperacdo as plantas SD de
ambos 0s geno6tipos apresentaram valores semelhante as Ctl do inicio do experimento.
Curiosamente as plantas Icatu-Ctl mostraram um forte aumento da atividade desta enzima em
Rec14.
Tabela 2. Alteracdes na atividade maxima cloroplastica da enzima antioxidante Ascorbato
Peroxidase (APX), Glutationa Redutase (GR) e Superéxido Dismutase (Cu/Zn-SOD) em
plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu,
submetidas a duas condi¢des hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD) e
crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e temperaturas supra-6timas
de 31/25, 37/28, 42/30 °C e recuperacdo ao fim de 14 dias (Rec14). Os valores representam a
média + erro padrdo (n=4). As médias seguidas por mesmas letras maidsculas entre niveis de
temperatura (A, B, C, D) e mesma letra minuscula entre niveis de agua (a, b) ndo diferem

estatisticamente. A andlise foi efetuada separadamente para cada genétipo.

Temperatura (dia/noite)

Genétipo  Agua

25/20 °C 31/25°C 37/28 °C 42/30 °C Rec14
Cu/Zn-SOD (Unid. Enz. g™ DW)
CL153 citl 636 + 11bA 364 + 4bBC 349 + 4bBC 491 + 6bAB 334 +18bC
SD 1087 % 209aA 957 + 17aBC 1005 + 2aBC 1057 + 8aAB 692 + 1aC
Icatu ctl 607 + 12bC 657 + 26aC 613 + 20bC 1001 + 7aB 1650 + 5aA
SD 2229 + 15aA 438 + 46bE 872 + 18aC 1020 + 20aB 786 + 3bD
APX (mmol ASC min™ g* DW)
cL1s3 Ct 9,8 +1,6bB 11,2 +1,1bB 10,8 + 1,00B 4,5+1,3bC 16,3 +0,2aA
SD 13,8 £ 0,5aB 17,6 + 3,4aAB 18,5+ 1,1aA 19,8 +0,7aA 7,1+0,8bC
lcatu ctl 15,8 + 2,8aA 15,6 + 1,5aA 11,2 +1,3aA 2,2 +0,4Bb 2,6 +0,5bB
SD 5,1+ 1,6bB 5,9+ 0,4bB 6,2 +0,5bB 16,3 + 1,0aA 59+ 1,0aB
GR (umol NADPH min™ g'DW)
cLisy Ct 1075£0109aA  1103+0093sA  0616+0,172aB 0,913+0,067aAB 0,102 +0,007aC

SD 0,534 £0,034bA 0,148 £0,019bB 0,339 + 0,011bAB 0,384 + 0,016bAB 0,186 + 0,004aAB
Ctl 1,683 +0,027aAB 2,769 +£0,337aA 0,969 +0,357aBC 0,658 +£0,089aBC 0,129 + 0,012aC

Icatu SD  0,131+0,0180C 0,230+0,022bB  0,275+0,006bB 0,904 + 0,035aA 0,364 + 0,061aB
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A 25/20 °C, atividade de APX aumentou com a seca em CL153 e foi reduzida em
Icatu. Em ambos os gendtipos, o aumento de temperatura nas plantas Ctl ndo teve impacto
significativo na atividade até 37/28 °C, mas reduziu-a drasticamente a 42/30 °C (54% em
CL153 e 86% em Icatu). Contrastando com esses resultados, as plantas submetidas a ambos
0s estresses (plantas SD a 42/30 °C) mostraram aumentos significativos em CL153 e Icatu,
quer por comparacao as plantas SD a 25/20 °C quer, principalmente, as Ctl a 42/30 °C. De
fato, nesta temperatura as plantas SD mostraram uma atividade 340% e 640% acima das
plantas Ctl para CL153 e Icatu, respectivamente. No periodo de recuperacdo apenas CL153
SD regressa a valor proximo ao do controle inicial.

A atividade de GR foi reduzida pela seca em plantas de CL153 (50%) e Icatu (92%).
Com temperatura extrema de 42/30 °C apenas as plantas lIcatu-Ctl apresentaram reducdes
significativas da atividade. Contudo, quando submetidos a ambos as condicdes de estresse
(SD a 42/30 °C) as plantas Icatu mostram um aumento de atividade face as plantas SD a 25/20
°C ou as Ctl a 42/30 °C, observando-se tendéncia oposta nas plantas CL143-SD. Em Rec14 os
valores foram menores que os registados nas respectivas plantas Ctl a 25/20 °C, revelando

assim uma recuperacao incompleta.

Moléculas Ndao-Enzimadticas de Protegdo - Ascorbato, HPS70 e Carotenoides
Os teores de Ascorbato e da proteina de choque térmico com 70 kDa (HPS70) foram
alteradas com as condicdes impostas (Tabela 3). Com exposic¢do a seca, os teores de ascorbato
tendem a subir em CL153 e a descer em Icatu (ainda que permanecendo com o dobro dos
observados no CL153). As temperaturas supra-6timas tiveram maior impacto com
decréscimos ja a 37/20 °C que atingiram 50% (apesar de ndo significativo) e 39% em CL153 e
Icatu, respectivamente. A 42/30 °C as reduc@es atingiram 88% e 80%, pela mesma ordem. A
exposicdo a ambos os estresses levou a redugdes ainda maiores a 37/28 °C e 42/30 °C (exceto
em CL153 nesta Gltima). Quanto a capacidade de recuperacdo (Rec14) nota-se que as plantas
CL153-SD e em ambos os nivel hidricos de Icatu mostraram aumentos significativos, por
comparacdo as plantas Ctl a 25/20 °C, sugerindo que as plantas terdo ainda necessidade de
manter niveis elevados desta molécula antioxidativa.
Tabela 3. AlteracOes na atividade de moléculas de protecdo ndo enzimaticas Ascorbato e proteina
de choque térmico HPS70 em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e
Coffea arabica cv. Icatu, submetidas a duas condicdes hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca
Severa (SD) e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e temperaturas
supra-Otimas de 31/25, 37/28, 42/30 °C e recuperacdo ao fim de 14 dias (Recl4). Os valores
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representam a média + erro padrdo (n=4). As médias seguidas por mesmas letras mailsculas entre
niveis de temperatura (A, B, C, D) e mesma letra mindscula entre niveis de agua (a, b) ndo

diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente para cada genétipo.

Temperatura (dia/noite)

Genétipo  Agua
25/20 °C 31/25°C 37/28 °C 42/30°C Recl4
Ascorbato (mg g DW)

CL 153 cil 0,236 +0,036aAB 0,342 +£0,063aA 0,117 £0,026aB 0,029 + 0,008aB 0,145 + 0,035bAB
SD 0,333 +0,063aAB 0,226 +£0,076aBC 0,068 + 0,003aC 0,044 + 0,001aC 0,502 £ 0,145aA

catu Ctl 0,855+ 0,116aB 0,415 +0,063aC 0,525 +0,064aC 0,173 +0,033aC 1,277 + 0,255aA
SD 0,667 £0,170bB 0,360 + 0,0846bC 0,015 +0,004bC 0,105 +0,041bC 1,191 +0,073bA

HSP70 (g g-1 DW)

CL 153 Ctl 0,840 £ 0,115bC 2,148 £ 0,063aB 2,603 £ 0,401bA 1,297 +0,251aC 0,818 £ 0,073aC
SD 1,368 + 0,073aC 2,101 £0,119aB 3,481 £ 0,071aA 1,342 +0,125aC 1,046 + 0,097aC
lcatu Ctl 0,913 +£0,077bC 2,365 + 0,366bAB 2,450 + 0,478aA 2,576 £0,265aA 1,538 £0,167aBC
SD 1,682 + 0,093aB 3,127 £0,262aA 2,471 £0,190aAB 1,504 +0,137bB 1,564 +0,181aB

A sintese da proteina de choque térmico HSP70 foi aumentada em ambos o0s
genotipos devido a imposicdo individual de condi¢Bes de seca e temperatura. Os maiores
aumentos foram observados a 31/25 °C (156% 159%) e 37/28 °C (201% e 168%) para CL153
e Icatu, respectivamente. Contudo, a 42/30 °C as plantas CL153-Ctl mostram uma queda para
os valores proximos dos iniciais, enquanto em Icatu se observaram valores (ainda mais) altos.
Por outro lado, a imposicdo simultanea de estresses provocou maiores aumentos de HSP70
nas plantas CL153-SD a 37/28 °C em relagdo as plantas Ctl nessas temperaturas. O mesmo
efeito foi observado em Icatu a 31/25 °C. Contudo, a 42/30 °C observaram-se decréscimos nas
plantas SD face aos valores de 37/28 °C, em ambos 0s genétipos.

Apos o periodo de recuperacdo os valores de HSP70 em CL153 aproximaram-se dos
registados nas plantas Ctl no inicio do experimento, enquanto as plantas Icatu mostram uma
tendéncia para manter valores aumentados.

De entre os pigmentos fotossintéticos, os carotendides sdo uma conjunto importante
de moléculas com funcdes de captacdo de energia (tal como as clrorofilas), mas também de
fotoprotecdo. Os carotendides (quantificados por método de HPLC) e as clorofilas (avaliados
por método espectrofotométrico) foram afetados pelas condigdes estressantes, pelo que se
focara apenas os resultados mais relevantes, relativamente aos efeitos individuais da seca
(SD), da temperatura (42/30 °C) e da imposicao simultanea destas duas condi¢des.

Relativamente aos carotenoides (Tabela 4), os teores de Neoxantina aumentaram em
plantas Icatu sob estresse hidrico. Com calor e ambos 0s estresses Icatu mostra tendéncia para
valores um pouco superiores ao controle, verificando-se o oposto em CL153 (e que se

mantém em Rec14 neste gendtipo).
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Os pigmentos do ciclo das xantofilas, Violaxantina, Anteraxantina e Zeaxantina
(VAZ), que séo interconvertiveis entre si, mostraram diferentes padrbes de variacdo. No geral,
Violaxantina diminuiu sob estresse hidrico e calor, observando-se uma descida ainda maior
sob acdo de ambos 0s estresses e nos dois genotipos. Com a seca, a anteraxantina aumentou
apenas em Icatu, ndo havendo impacto significativo da temperatura em ambos o0s genotipos.
Contudo, as plantas SD a 42/30 °C apresentam valores superiores as Ctl nessa temperatura. A
Zeaxantina mostrou maiores aumentos com a seca (400% em CL153 e 840% em Icatu), que
com a temperatura (ca de 49% em CL153 e 90% em Icatu). Apesar de uma tendéncia para
maiores valores nas plantas SD a 42/30 °C em relacéo as Ctl, tais valores foram bem menores
do que os observados a 25/20 °C nas plantas SD de ambos 0s gendtipos, pelo que a interagdo
de estresses diminuiu a sintese de Zeaxantina em ambos 0s gendtipos (algo ja visivel a 31/25
°C e 37/28 °C). Como consequéncia destas variacdes (principalmente de Zeaxantina) o estado
de desepoxidacdo (DEPS) teve os maiores aumentos devido a seca, respondendo mais
moderadamente a 42/30 °C. Nesta temperatura maxima, as plantas SD de ambos 0s gendtipos
mostram aumento significativo face as Ctl (a 25/20 °C ou a 42/30 °C), mas com valores algo
inferiores aos observados a 25/20 °C nas plantas SD. Finalmente, é possivel observar que as
alteragBes nos pigmentos do ciclo das xantofilas em resposta a seca em CL153 baseou-se
quase em exclusivo na transformacdo de pigmentos pré-existentes, enquanto em Icatu houve
também significativa sintese de novo (aumento de 53% do conjunto/pool destes pigmentos).
Com o calor e com ambos 0s estresses este pool tende a diminuir, embora mostrando valores
que ndo diferem significativamente das plantas Ctl a 25/20 °C, e sendo semelhantes nas
plantas Ctl e SD a 42/30 °C, nos dois gendtipos.

Outra importante diferenca entre gendtipos observou-se nos teores de Luteina. Em
resposta a seca este pigmento reduziu-se (20%) em CL153 e aumentou (30%) em Icatu. Com
a temperatura apenas Icatu mostrou alteracdes significativas com um aumento gradual até
42/30 °C onde registrou o valor maximo (+59%, face a 25/20 °C). Ainda a 42/30 °C, as
plantas SD mostraram menor valores que as Ctl em CL153 mas ndo em Icatu, genotipo que
também manteve valores claramente superiores aos de CL153.

Relativamente aos carotenos (a e B) foi possivel observar que no CL153 os valores
mantém uma relativa estabilidade, excepto [3-caroteno que decresce com a exposi¢do das
plantas a seca (com ou sem calor). Em Icatu a-caroteno aumenta com seca e com calor até
37/28 °C (a 42/30 °C nao ha efeito nas plantas Ctl e SD), enquanto o B-caroteno diminui com
a seca, mas aumenta com o calor até 42/30 °C. A interagdo de estresses tende a diminuir

ambos os carotenos a 42/30 °C, de forma significativa no 3-caroteno.
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Como resultado das variagOes de a- e B-caroteno, o valor de (a+8) caroteno diminui

com a seca em CL153 e mantém-se em Icatu, mas o racio (a/B) caroteno aumentou em ambos

os gendtipos. Com o calor CL153 mantém os valores de (a+B) caroteno, mas Icatu mostra

uma subida significativa nas duas temperaturas mais altas. A presenca de ambos 0s estresses

diminuiu o valor de (a+8) caroteno a 37/30 °C e 42/30 °C em ambos os gendtipos face ao
valor das plantas Ctl nessa temperatura. A 42/30 °C o racio (a/B) caroteno
plantas CL153-Ctl, mas sob interacdo de estresses (plantas SD) o valor € maior que nas

plantas Ctl.

J4

Tabela 4. Mudancas no contetdo foliar (mg g™ DW) de carotendides (xantofilas e carotenos), em

plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea arabica cv. Icatu,

submetidas a duas condig¢des hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca Severa (SD) e crescentes

niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e temperaturas supra-6timas de 31/25, 37/28,

42/30 °C e recuperacdo ao fim de 14 dias (Rec14). Os valores representam a média + erro padrao

(n=4-5). As medias seguidas por mesmas letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de

temperatura e mesma letra mindscula (a, b) entre niveis de agua ndo diferem estatisticamente. A

analise foi efetuada separadamente para cada genotipo.

Gen6tipo  Agua

Temperatura (dia/noite)

25/20°C 31/25°C 37/28 °C 42/30°C Recl4
Neoxantina (mg g™ DW)
CL 153 Ctl 0,243 +£0,010aA 0,221 £0,011aAB 0,206 +£0,017aAB 0,219 +0,013aAB 0,196 + 0,028aB
SD 0,179 £ 0,015aAB 0,237 +£0,034aA 0,197 £0,011aAB 0,214 +0,007aAB 0,159 + 0,018aB
lcatu Ctl 0,214 £0,007bAB 0,242 +0,017aAB 0,248 + 0,008bA 0,254 + 0,009bA 0,205 £ 0,006aA
SD 0,283 +0,017aA 0,241 £0,015aAB 0,287 + 0,050aA 0,270 = 0,021aA 0,199 + 0,012aB
Violaxantina (mg g™ DW)
CL 153 Ctl 0,243 £0,021aA 0,216 £0,013aAB 0,185 +0,019aBC 0,156 £ 0,008aC 0,148 £0,013aC
SD 0,114 +0,024bAB 0,156 + 0,028bA 0,079 +0,007bB 0,087 £0,004bB 0,106 + 0,013bAB
lcatu Ctl 0,278 + 0,011Ab 0,340 +£0,021aA 0,262 £0,017aBC 0,189 +£0,011aD 0,204 £ 0,020aCD
SD 0,137 £ 0,016bA 0,162 + 0,019bA 0,175 + 0,031bA 0,142 +0,011bA 0,147 + 0,009bA
Anteraxantina (mg g DW)
CL 153 Ctl 0,037 + 0,005aB 0,031 + 0,003bB 0,032 + 0,005bB 0,045 + 0,006bB 0,090 = 0,014aA
SD 0,045 +0,00aAB 0,050 +£0,011aAB 0,053 +£0,002aAB 0,065 £ 0,002aA 0,033 + 0,005bB
lcatu Ctl 0,037 £0,004bAB 0,019 £ 0,003bB 0,024 + 0,004bB 0,052 + 0,006bA 0,056 = 0,007aA
SD 0,075 = 0,006aA 0,060 + 0,010aA 0,063 + 0,006aA 0,069 = 0,010aA 0,067 = 0,004aA
Zeaxantina (mg g™ DW)
CL 153 Ctl 0,047 + 0,006bA 0,053 + 0,007bA 0,045 + 0,005bA 0,070 £ 0,010aA 0,098 = 0,021aA
SD 0,235 +0,047aA 0,185 +0,034aAB 0,176 +£0,030aAB 0,112 +0,013aBC 0,059 + 0,014aC
lcatu Ctl 0,048 + 0,006bA 0,039 + 0,004bA 0,038 + 0,009bA 0,091 £0,013aA 0,059 + 0,008bA
SD 0,403 £ 0,034aA 0,164 £ 0,045aB 0,101 £0,014aB 0,117 £0,023aB 0,160 £ 0,010aB
V+A+Z (mg g™ DW)
CL 153 Ctl 0,347 £0,011aA 0,300 + 0,013bA 0,278 £ 0,021aA 0,260 £ 0,020aA 0,337 £ 0,042aA
SD 0,394 £ 0,038aA 0,391 £ 0,054aA 0,309 £ 0,029aAB 0,263 = 0,018aBC 0,198 +0,019pC
lcatu Ctl 0,360 + 0,013bA 0,397 + 0,020aA 0,319 + 0,014aA 0,318 =+ 0,008aA 0,319 £ 0,028aA
SD 0,552 £ 0,033aA 0,387 £ 0,043aB 0,339 £ 0,041aB 0,329 £0,031aB 0,373 £0,013aB
DEPS
CL 153 Ctl 0,246 +£0,042bB 0,250 + 0,024bAB 0,209 +0,031bB 0,310 £ 0,040bAB 0,405 £ 0,045aA

¢ afetado nas
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SD 0,665 £ 0,068aA 0,525 £ 0,064aA 0,628 £ 0,045aA 0,543 £0,015aA 0,282 +0,057bB
lcatu Ctl 0,181 +0,018bBC 0,124 +£0,017bC 0,141 £0,036bBC 0,332 £ 0,046bA 0,243 + 0,034bAB
SD 0,735 £ 0,029aA 0,437 £0,073aB 0,401 £ 0,043aB 0,439 £ 0,038aB 0,515 £ 0,024aB
Lutefna (mg g™ DW)
CL 153 Ctl 0,785 + 0,033aA 0,701 + 0,030aA 0,639 + 0,038aA 0,813 = 0,044aA 0,771 £ 0,106aA
SD 0,631 + 0,045bA 0,669 + 0,121bA 0,662 + 0,041bA 0,741 + 0,052bA 0,608 + 0,074bA
lcatu Ctl 0,713 £ 0,025bC 0,773 £0,044aBC 0,900 £ 0,031aB 1,136 + 0,036aA 0,845 £ 0,050aBC
SD 0,928 = 0,055aAB 0,763 + 0,070aB 0,790 + 0,040aB 1,051 £ 0,0982aA 0,832 + 0,046aB
a-Caroteno (mg g™ DW)

CL 153 Ctl 0,178 £ 0,012aA 0,170 £ 0,017bA 0,195 + 0,027aA 0,138 £ 0,027aA 0,048 + 0,007aB
SD 0,157 £0,013aB 0,220 £ 0,038aA 0,131 +0,014bB 0,156 £ 0,006aB 0,055 £ 0,006aC

lcatu Ctl 0,131 +£0,015bBC 0,161 £ 0,013aB 0,226 £ 0,024aA 0,161 £0,015aB 0,078 £0,004aC
SD 0,198 £0,019aAB 0,165 + 0,015aBC 0,230 £0,019aA 0,137 £0,022aC 0,064 £ 0,006aD

p-Caroteno (mg g™ DW)

CL 153 Ctl 0,190 £ 0,016aBC 0,218 £ 0,020aA 0,191 £0,018aBC 0,222 +0,017aAB 0,159 £ 0,012aC
SD 0,098 + 0,004bBC 0,142 + 0,017bA 0,091 +£0,003bBC 0,111 £0,010bAB 0,090 £ 0,006bC

lcatu Ctl 0,206 + 0,009aB 0,252 £ 0,017aA 0,266 + 0,020aA 0,291 £0,017aA 0,191 + 0,008aB
SD 0,144 + 0,005bAB 0,134 £0,005bB 0,147 + 0,005bAB 0,175 + 0,013bA 0,134 + 0,006bB

(0+p) Caroteno (mg g™ DW)

CL 153 Ctl 0,368 + 0,024aA 0,388 + 0,030aA 0,386 + 0,042aA 0,360 = 0,041aA 0,155 + 0,040aB
SD 0,254 +0,017bB 0,362 +0,052aA 0,185 +0,031bBC 0,267 £0,013bAB 0,145 +0,011aC

lcatu Ctl 0,338 £0,032aBC 0,413 £ 0,032aAB 0,491 + 0,048aA 0,452 = 0,031aA 0,270 £ 0,007aC
SD 0,342 +£0,021aA 0,299 +0,018bAB 0,377 £0,022bA 0,228 +0,046bBC 0,199 £ 0,011bC

(a/p) Caroteno (g g%)

CL 153 Ctl 1,148 £ 0,116bA 0,978 £ 0,129bA 1,022 £ 0,113bA 0,584 + 0,083bB 0,328 +0,071bB
SD 1,583 + 0,086aA 1,500 £ 0,153aA 1,435 £ 0,144aA 1,449 £ 0,120aA 0,610 + 0,048aB

lcatu Ctl 0,627 + 0,060bAB 0,662 +0,067bAB 0,865 + 0,084bA 0,579 =+ 0,069aB 0,417 +0,032aB
SD 1,360 £+ 0,125aAB 1,233 £ 0,093aB 1,556 + 0,102aA 0,758 £ 0,123aC 0,470 = 0,029aD

Carotenoides Totais (mg g™ DW)

CL 153 Ctl 1,690 + 0,040aA 1,611 +0,073aA 1,478 +0,115aB 1,652 £ 0,109aA 1,511 £0,174aB
SD 1,544 + 0,092bA 1,658 £ 0,253bA 1,390 £ 0,078bAB 1,484 +0,077bAB 1,150 £ 0,119bB

lcatu Ctl 1,625 £ 0,037bB 1,826 £0,091aAB 1,958 £0,061aAB 2,161 = 0,053aA 1,639 £ 0,084aB
SD 2,104 £0,113aA 1,690 + 0,130aB 1,916 +0,240aAB 1,961 +£0,170aAB 1,554 £0,071aB

(V+A+Z)/Carotendides Totais (g g™

CL 153 Ctl 0,199 +£0,005bAB 0,187 £ 0,004bABC 0,170 +0,004bBC 0,157 £ 0,008aC 0,223 £ 0,010aA
SD 0,275 £ 0,018aA 0,246 +0,024aAB 0,220 £0,011aBC 0,176 £0,004aD 0,184 +0,011bCD

lcatu Ctl 0,221 + 0,005bA 0,218 £ 0,005aA 0,163 £0,006aBC 0,148 +0,004aC 0,193 + 0,009bAB
SD 0,264 £ 0,010aA 0,224 £0,011aB 0,178 £ 0,006aC 0,168 £ 0,008aC 0,238 £ 0,009aAB

No seu conjunto, em CL153 os carotenoides (totais) foram reduzidos devido a seca e
a conjugacao de estresses (a 42/30 °C), ndo se alterando apenas devido ao aumento de
temperatura. J& em Icatu os carotenoides totais aumentaram em qualquer destas condicGes de
estresse relativamente aos valores das plantas Ctl a 25/20 °C. N&o ha interacdo de estresses
em qualquer dos genotipos, pois as plantas SD apresentaram valores semelhantes a 25/20 °C e
42/30 °C.

O réacio [(V+A+Z)/Carotenoides totais] permite avaliar a representatividade do pool
de pigmentos do ciclo das xantofilas no total de carotenoides. O seu valor aumentou em seca,
mas diminuiu com a temperatura, ndo havendo diferengas entre as plantas Ctl e SD e a 42/30
°C em ambos 0s genotipos.

De forma geral, apds duas semanas de recuperacdo (Recl14) o teor da maior parte dos
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carotenoides apresentam valores préximos (por exemplo, Neoxantina, Luteina, pool da
componentes do ciclo das xantofilas) ou menores (por exemplo, a-caroteno, (a+8) caroteno,
(a/B) caroteno) face ao controlo inicial, sem diferencas muito marcadas entre os dois
gendtipos.
Tabela 5. Conteudo foliar da clorofila total Chl (a+b), racios de clorofila (a/b) e (carotendides
totais/clorofilas totais) em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e Coffea
arabica cv. Icatu, submetidas a duas condic¢des hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e Seca
Severa (SD) e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e temperaturas
supra-6timas de 31/25, 37/28, 42/30 °C e recuperacdo ao fim de 14 dias (Recl4). Os valores
representam a média + erro padrdo (n=4-5). As médias seguidas por mesmas letras maiusculas (A,
B, C, D) entre niveis de temperatura e mesma letra minuscula (a, b) entre niveis de adgua nédo

diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente para cada genotipo.

Temperatura (dia/noite)

Genétipo  Agua
25/10°C 31/25°C 37/28°C 42/30°C Recl4
Chl (a+b) (mg g™ DW)

CL 153 Ctl 10,23 £ 0,42aA 9,66 + 0,37aAB 8,64 + 0,65aB 9,83 £ 0,95aAB 6,35 £+ 0,56aC

SD 7,63 £0,57bAB 10,40 £1,43aA 7,54 £ 0,49bB 8,51 + 0,64bAB 6,06 £ 0,59bC

lcatu Ctl 9,85 +0,43aBC 11,97 £ 0,67aA 11,17 £ 0,44aAB 11,11 £ 0,32aAB 8,50 £ 0,29aC

SD 11,20 + 0,63aA 9,31 + 0,55bAB 10,30 + 0,90aA 10,09 £ 0,84aAB 8,18 +0,30aB

Chl (ab) (g g*)

CL 153 Ctl 3,19 +£ 0,06aAB 3,27 £ 0,07aA 2,95 £ 0,04aBC 2,68 + 0,06aD 2,89 £ 0,06aCD
SD 3,22 £0,10aA 3,08 £0,11bAB 2,63 +£0,08bC 2,64 £0,11aC 2,86 £ 0,05aBC

lcatu Ctl 3,14 £ 0,08aA 3,13 £ 0,06aA 3,19 £ 0,04aA 2,88 £ 0,03aB 3,15 + 0,06aAB
SD 2,82 £ 0,05bA 2,86 + 0,05bA 2,94 £ 0,11bA 2,62 +0,05bB 2,66 + 0,05bAB

Chl (a+b)/Carotendides totais (g g™)

CL 153 Ctl 4,80 + 0,10aA 4,94 + 0,06aA 4,97 +0,07aA 4,58 + 0,09aA 4,28 +0,15aB

SD 4,70 £ 0,14aA 5,00 £ 0,21aA 4,74 £ 0,10aA 4,91 £0,11aA 4,41 £ 0,10aB

lcatu Ctl 4,79 + 0,08aA 4,89 +0,13aA 4,79 + 0,08aA 3,79 £0,43bB 4,17 + 0,14aAB
SD 4,78 £ 0,11aA 4,92 + 0,10Aa 5,02 +0,07aA 4,62 + 0,10aA 3,49 £ 0,31bB

Também as Chls, que atuam como pigmentos de captacdo de energia, foram afetados
pelas condicdes estressantes de seca e calor (Tabela 5). O decréscimo do teor de clorofilas
(a+b) foi observado apenas nas plantas de CL153 submetidas a estresse hidrico ou a ambos 0s
estresses, mas ndo apenas ao calor (42/30 °C). Icatu ndo foi afetado por nenhuma das
condicdes de estresse até 42/30 °C. Contudo, as plantas Ctl e SD apresentaram reducdes em
Rec14, principalmente em CL153.

A relacdo de clorofilas (a/b) foi reduzida pela seca apenas em Icatu, e por 42/30 °C
nos dois gendtipos. Nas plantas SD de ambos os gendtipos o efeito da temperatura levou a
decréscimos ainda maiores deste racio. No periodo de recuperacdo os valores subiram, mas

apenas em Icatu-Ctl se observou recuperacdo total.
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O récio [Chl (at+b)/Carotenoides Totais] ndo foi alterado durante a imposicdo de
qualquer dos estresses individualmente, exceto em Icatu Ctl a 42/30 °C (onde haverd um
reforco dos pigmentos de dissipacao face aos de captacdo de energia) ou em conjunto, apesar

de decrescer em Rec14.

Avaliagao de Lipoperoxidacao

Observou-se uma interessante tendéncia de decréscimo dos valores de MDA,
enquanto indicador de lipoperoxidacao, com a exposicdo & seca. A temperatura tende a
aumentar o nivel de MDA nas plantas Ctl logo a 31/25 °C para ambos os genodtipos, mas a
42/30 °C apenas Icatu tem um valor significativamente mais elevado. A imposi¢ao simultanea
de estresses mostrou uma interagdo, pois levou a um forte aumento de MDA apenas a 42/30
°C quando comparados com as plantas Ctl a 25/20 °C (101% em CL153 e 71% em Icatu) ou
com as da mesma temperatura. Em Recl4 apenas CL153 Ctl mostra valores de MDA
proximos dos iniciais.
Tabela 6. MDA foliar em plantas de Coffea canephora cv. Conilon Clone 153 (CL153) e
Coffea arabica cv. Icatu, submetidas a duas condi¢des hidricas: Controle (Bem Regada-Ctl) e
Seca Severa (SD) e crescentes niveis de temperatura: controle (25/20 °C, dia/noite), e
temperaturas supra-Otimas de 31/25, 37/28, 42/30 °C e recuperacdo ao fim de 14 dias
(Recl14). Os valores representam a média = erro padrdo (n=X). As médias seguidas por
mesmas letras maiusculas (A, B, C, D) entre niveis de temperatura e mesma letra mindscula
(a, b) entre niveis de 4gua ndo diferem estatisticamente. A analise foi efetuada separadamente
para cada genétipo.

A Temperatura (dia/noite)
Gendtipo "% 25/20°C 31/25°C 37/28°C 42130 °C Recl4

MDA (nmol MDA g™ DW)

Ctl 209,7 +16,5aB 326,8 + 14,3aA 198,8 + 9,6aB 199,1 +10,2bB 212,8 +£19,2bB

CLIS3 o5 1680+77aD  2562+2500BC 200,0%100aCD 4221 +593aA  307.9 + 34,8aB

oy CU 1946+1130B  2533+183A 2186+159aB  259.4+360aA  2665+2180A

SD  1884+67aB 2433+110aAB 1947 +125aB 3336 +554aA 3059 + 27.6aA
DISCUSSAO

Em condi¢des de campo varios fatores de estresse como temperaturas extremas e
escassez de agua frequentemente ocorrem em simultaneo, podendo causar interagcdes que
ampliam ou diminuiem as respostas/impactos causados pelos estresses individuais no
metabolismo, equilibrio mineral e expressdo génica. No que respeita a exposicao a
temperaturas elevadas e déficit hidrico, ambas as condi¢cdes podem potencialmente afetar

todos os componentes fotossintéticos, nomeadamente no cafeeiro, onde causam o fechamento
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estomatico (reduzindo fotossintese liquida e o metabolismo do agucar), alterando complexos
pigmentares, reduzindo a eficiéncia fotoquimica e atividade das enzimas, etc. (DAMATTA e
RAMALHO, 2006; RAMALHO et al., 2018; DUBBERSTEIN et al., 2018; SEMEDO et al.,
2018).

Fotoinibicao de PSI1 Devido ao Déficit Hidrico e Aumento de Temperatura

Quando organismos fotossintéticos sdo expostos a estresses abioticos, a atividade
fotossintética pode ser significativamente diminuida (ver também Cap. 4). A fotoinibicéo do
PSII pode influenciar o fluxo de elétrons fotossintéticos e o crescimento total das plantas
(TIKKANEN et al., 2014; WEI et al., 2018). Na maquinaria fotossintética, o PSII é um dos
locais frequentemente afetados, num fendmeno referido como fotoinibi¢do do PSII. O excesso
de energia luminosa € comum a diversos tipos de estresses, por exemplo, por promover o
fecho estomatico (como a seca), ou por reduzir a velocidade das rea¢Ges enziméticas (como o
frio), podendo levar a inativacdo e/ou dano do PSII (assim como inibir os processos de
reparacao, nomeadamente da proteina D1), frequentemente associados a sobreproducdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (LOGAN, 2005; NISHIYAMA e MURATA, 2014;
GURURANI et al., 2015).

Neste trabalho, foram calculados indices que permitem avaliar dois componentes da
fotoinibicéo: a fotoinibigdo dindmica (Plpyn) € a cronica (Plchr). A fotoinibigdo dindmica tem
a ver com a diminuicdo do funcionamento do PSII devido a mecanismos de regulacéo e
fotoprotecdo. Por exemplo, se houver acumulacdo de pigmentos de dissipacdo térmica de
energia (como a Zeaxantina), os valores de F,/F, e/ou F,/Fy’ diminuirdo sem que tal
corresponda a dano, sendo que normalmente a taxa fotossintética maxima é mantida. A
fotoinibicdo crénica ocorre com a exposi¢do a niveis de energia excessivos para a capacidade
de uso da planta e quando os mecanismos fotoprotetores de dissipacdo (e de remoc¢édo de ROS)
ja ndo sdo suficientes para proteger a maquinaria fotossintética (MARTINS et al., 2016).
Nestas circunstancias poderd diminuir a eficiéncia quantica e a taxa fotossintética méaxima,
estando associada ao dano e substituicdo da proteina D1 do centro de reacdo do PSII
(ARAUJO e DEMINICIS, 2009).

Em plantas bem regadas os valores de Pl € Total PI do PSII permaneceram quase
inalterados até 39/30 °C, e a fotoinibi¢do dindmica (Plp,,) ndo foi alterada por esta
temperatura considerada bem acima do 6timo para C. arabica e C. canephora (DAMATTA e
RAMALHO, 2006). Assim, os resultados evidenciam uma consideravel tolerancia ao calor da

maquinaria fotossintética do cafeeiro, acompanhada pela manutencdo do uso de energia
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fotoquimica (Cap. 4). Entretanto, a 42/30 °C observaram-se aumentos significativos de Plcy,
em relagdo aos demais pontos avaliados, o que estd de acordo com as severas reducdes em
F,/F,, na maior temperatura para ambas as espécies e condigdes (Cap. 4, Tabela 4), e confirma
resultados anteriores de aumento da Plcy, a 42 °C (MARTINS et al., 2016). Apesar da
diminuicao da relagdo F,/F),, ser um indicador de efeito fotoinibitério quando as plantas estao
submetidas a estresse ambientais (ARAUJO e DEMINICIS, 2009), deve-se ter em atencao a
acumulagdo de pigmentos fotoprotetores, nomeadamente a baixa temperatura (RAMALHO et
al., 2003; PARTELLI et al., 2009; RAMALHO et al., 2018). Tal explica, pelo menos em
parte, o decréscimo de F\/F,, (e principalmente de F,/F,," avaliado 4 luz), tendo em conta o
aumento moderado de Zeaxantina, assim como de Luteina nas plantas Ctl a 42/30 °C.

Por outro lado, tem sido demonstrado que plantas submetidas ao estresse hidrico
moderado ndo apresentam decréscimo na atividade potencial do PSII, entretanto, sob estresse
hidrico severo ocorre um marcante efeito fotoinibitdrio, caracterizado por um decréscimo
significativo do rendimento quantico (ARAUJO e DEMINICIS, 2009). Assim, quando a
energia luminosa absorvida pelos pigmentos do LHCII ¢ maior do que a energia consumida, a
fotoinibigdo do PSII aumenta (NISHIYAMA ¢ MURATA, 2014; TIKKANEN e ARO, 2014;
GURURANI et al., 2015), devido a produgdo descontrolada de ROS que causam danos
oxidativos nos componentes celulares (WANG et al., 2018). A inativagdo induzida pela luz
(ou fotodano) do PSII e a reparagdao do PSII fotodanificado ocorrem simultaneamente. Assim,
a fotoinibi¢ao do PSII torna-se aparente quando a taxa de fotodanos excede a taxa de reparo.

Um crescente numero de evidéncias revelou que o reparo de PSII € o evento critico
que determina a tolerancia do PSII ao estresse abiotico, que € inibido pelas tensdes abidticas
(NISHIYAMA e MURATA, 2014). Os nossos resultados mostram que, o estresse hidrico
promoveu acréscimos particularmente importantes de Plp,, ¢ Total em ambos os genotipos,
mas apenas moderados de Plc;, em CL153 (Tabela 1), revelando uma prevaléncia de
mecanismos de protecdo mesmo em condigdes de seca severa, e confirmando o refor¢o dos
mecanismos de aclimatacdo (de dissipagdo térmica) refletidos no Ywpg) € gnv (Cap 4), € no
fortissimo aumento de Zeaxantina e Luteina, principalmente em Icatu, permitindo um menor
impacto na eficiéncia fotoquimica do PSII (F\/F,, F,/F,’) neste genotipo. Por outro lado, a
temperatura extrema (42/30 °C) levou ao aumento de Plcy,, (apesar do valor de Yo, apenas
aumentar em Icatu) e muito mais moderado de Plp,, (acompanhamdo também um aumento
menor de Zeaxantina). Finalmente, a 42/30 °C a sobreposi¢do de estresses aumentou o valor
de PlIp,, e diminuiu o de Pl (este apenas em Icatu), ambos em relagdo as plantas Ctl nessa

temperatura. Isto ¢ consistente com a tendéncia os maiores valores de Ypp) € gy, € menores
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de Y o), assim como de maiores valores de Zeaxantina nas plantas SD em relagdo as Ctl nesta
temperatura, demonstrando que mesmo nestas condi¢des extremas de estresse combinado ha
mecanismos de fotoprotecdo atuando, o que justifica (pelo menos parcialmente) o
significativo decréscimo de eficiéncia fotoquimica do PSII., i.e., pelo menos parte dessa
descida sera atribuida a processos de downregulation e nao a dano, ajudando a justificar a
clara recuperagdo de alguns parametros ja em Rec4, por exemplo, Fy e F, /F,, .

De fato, no contexto de moléculas de protecdo estdo englobados diversos
carotenoides. Esta classe de pigmentos lipossolUveis naturais encontrados principalmente
em plantas, algas e bactérias fotossintéticas, desempenha um papel central na fotossintese,
como complexos de coleta de luz, mas também como fotoprotetores reduzindo a
guantidade de energia que pode atingir os complexos de clorofila (MARTINS et al., 2016;
FARALONI E TORZILLO, 2017), prevenindo a sobre-reducdo da cadeia de transporte de
elétrons e a sobre-acidificacdo do limen do tilacéide, que pode tornar o PSII mais sensivel
ao fotodano (DAMATTA e RAMALHO, 2006). Além disso, a transferéncia de energia das
clorofilas para alguns carotenoides do ciclo das xantofilas (principalmente a Zeaxantina)
leva & dissipacdo de energia na forma de calor (ARAUJO E DEMINICIS, 2009; WADA et
al., 2013), assim como a dissipacdo de energia de formas excitadas de Chl e O, (pelos
carotenos). Nossos resultados evidenciaram que maioria dos carotenoides quantificados foi
alterada pelo calor e déficit hidrico (Tabela 4), com maiores alteracGes promovidas pela seca e
pela conjugacdo de estresses a 42/30 °C, em ambos o0s gendtipos, apesar de algumas
diferencas entre eles.

Icatu mostra aumentos mais generalizados ou maiores valores de carotendides do que
CL153 em resposta a seca (Neoxantina, Zeaxantina, pool do ciclo das xantofilas, Luteina, a-
Caroteno, (a+f) Caroteno), e um DEPS mais elevado, pelo que dispora de uma maior
protecdo conferida por estes pigmentos, o que, como referido acima, concorda com 0s seus
baixos niveis de Plcyr €, principalmente, com o aumento de Plpy, (Tabela 1). Contudo, deve
sublinhar-se que nenhum dos gendtipos mostra aumento dos niveis de lipopexidacdo (MDA)
em relacdo a seca severa (Tabela 6), 0 que esta de acordo com a maior importancia do pool de
pigmentos das xantofilas [(V+A+Z)/Carotendides Totais].

O calor promove alteragbes menos claras nos carotenoides em ambos 0s gendtipos.
Ainda assim, observaram-se tendéncias para decréscimo (pool do ciclo das xantofilas) ou
aumento (Luteina, B-Caroteno) destes pigmentos, sublinhando-se o aumento de Carotenoides
Totais apenas em Icatu. De novo, a variacdo do teor de MDA néo revela impacto importante,

apesar do aumento de Plcp.
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Por sua vez, a presenca de ambos os estresses (SD, 42/30 °C) permitiu maiores
valores, relativamente as plantas Ctl nessa temperatura, apenas de Zeaxantina (CL153 e Icatu)
e Neoxantina (Icatu), destacando-se o decréscimo de Luteina e Carotenoides Totais (CL153),
assim como de B-Caroteno e o+ Caroteno (ambos 0s genotipos). Ainda assim, os valores de
Luteina e B-Caroteno nas plantas SD de Icatu foram mantidos a niveis superiores aos de
CL153. Incrementos em Zeaxantina indicam a presenca de capacidade protetora dos LHCs de
ambos os fotossistemas contra 0 excesso de energia de excitacdo, controlando a formacéo de
Chl” e 'Chl” e removendo grupos epoxi das ligacdes duplas oxidadas dos 4cidos graxos dos
lipidios das membranas dos cloroplastos (MARTINS et al., 2016; RAMALHO et al. 2018).

Em ambos os gendtipos, o decréscimo de -caroteno nas plantas SD relativamente as
Ctl a 42/30 °C tera diminuido a capacidade de protecdo dos centros de reacdo do PSII, mas a
manutencdo de valores mais elevados em Icatu (também de Luteina) podera ajudar a explicar
o0 nivel mais baixo de lipoperoxidacdo (MDA) nestas plantas em relacdo ao CL153. De fato, a
Luteina ¢ o B-caroteno podem preservar as células do dano oxidativo (FARALONI e
TORZILLO, 2017), atuando na diminuicéo de formacao de espécies altamente reativas de *Cl
e '0,, prevenindo o seu impacto oxidatovo nas membrana e fotossistemas, e protegendo o
complexo Cyt be/f de fotodano promovido por 'O, (MARTINS et al., 2016; PEREIRA et al.,
2018). Tal esta ainda de acordo com os impactos moderados na atividade de transporte de
eletrons ao nivel de ambos os PSs com a seca e/ou 42/30 °C (Cap. 4, Tabela 5), apesar dos
impactos nos teores de diversos transportadores de eletréns (Cap 4, Tabela 6) restringidas
praticamente as condi¢Ges mais severas de conjugacdo de ambos 0s estresses.

A manutencéo, dos teores de Chl (a+b) sugere a inexisténcia de desorganizacéo ao
nivel dos complexos antena, contrariamente ao que é frequentemente observado, pois a
exposicdo prolongada a temperaturas altas (LAMAQUI et al., 2018) e seca (GHASSEMI et
al., 2019) pode desencadear uma diminui¢do no conteldo de Chl. Ainda assim, o racio Chl
(a/b) foi reduzido com estresse hidrico (lcatu), temperatura (42/30 °C, para ambos 0s
genotipos) e com ambos os estresses em CL153 e Icatu (37/28 e 40/30 °C). Desta forma, ndo
se deve descartar que essas diminuicdes possam refletir alguma suscetibilidade as condicdes
de estresse, pois o decréscimo do racio Chl (a/b) indica uma perda preferencial de Chl a, e foi
interpretado como refletindo uma degradacdo seletiva da Chl a do PSI e impactos no
(NUNES et al., 1993) e baixa temperatura (BATISTA-SANTOS et al., 2011).
Adicionalmente, observou-se que o aumento do racio Chl (a/b) ocorre gendtipos de outras

espeécies tolerantes ao calor (BITA e GERATS, 2013) e possivelmente ao estresse hidrico.
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Esta degradacdo seletiva de Chl a tera relagdo com a maior capacidade sequestradora de
radical, sendo que a Chl a é muito mais forte que a da Chl b (WADA et al., 2013). Deve,
contudo notar-se que ndo ocorreram impactos significativos na atividade potencial de PSII e
PSI com a aplicacdo individual de estresses, havendo impacto significativo com a conjugacéo
de condigdes de estresse, embora menor em Icatu (Cap. 4, Tabela 5).

Por outro lado, aumentos de algumas clorofilas e carotendides observados em
condicdes de estresse, podem proporcionar uma recuperacdo mais rapida da atividade

fotossintética apos a reidratacdo (FRIOSI et al., 2017).

Mecanismos Adicionais de Protecao

Outros mecanismos de protecdo estdo igualmente envolvidos, nomeadamente 0s
relacionados com o controle do estresse oxidativo, que pode ocorrer como um estresse
secundario quando as plantas sdo submetidas a condi¢des ambientais limitantes. Os
cloroplastos sdo uma importante fonte celular de ROS que, quando produzidos em excesso,
devem ser prontamente removidos para proteger os tilacoides e moléculas (como, enzimas) no
estroma (RAMALHO et al., 2018). Os sistemas de eliminacdo de ROS sao constituidos por
componentes enzimaticos, como a Superoxido Dismutase (SOD), Ascorbato Peroxidase
(APX) e Glutationa Redutase (GR), e ndo-enzimaticos, como o Ascorbato (ASC), que
funcionam de forma complementar para manter a homeostase celular, prevenindo danos
oxidativos (FORTUNATO et al.,, 2010; MARTINS et al., 2016; URBAN et al., 2017,
WANG et al., 2018; GHASSEMI et al., 2019).

Estes mecanismos sdo particularmente necessarios (e por isso frequentemente
reforcados em muitas espécies vegetais) em condi¢cbes de estresse ambiental, sendo
decisivos no processo de aclimatacdo do cafeeiro, nomeadamente, a condi¢cbes de baixa
(RAMALHO et al., 2003; FORTUNATO et al., 2010; BATISTA-SANTOS et al., 2011) e
alta temperatura (MARTINS et al.,, 2016; RODRIGUES et al., 2016), alta irradiancia
(RAMALHO et al., 1997; 1998; 2000), seca (LIMA et al., 2002; RAMALHO et al., 2018)
e deficiéncia nutricional (CARELLI et al., 2006; POMPELLI et al. 2010; RAMALHO et
al., 2013a).

Atividade da Cu/Zn-SOD foi aumentada em funcdo da seca (em ambos 0s genotipos)
e do calor (apenas Icatu). Contudo, as plantas CL153-SD mantiveram atividade elevada até 42
°C enquanto Icatu oscilou nas primeiras temperaturas, mas a 42/30 °C de ambos 0s genotipos
apresentam valores semelhantes. A Cu/Zn-SOD atua removendo o radical superoxido (O,e")

mas produzindo H,0,, que ainda se caracteriza por ser altamente toxica devido a sua propria
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acdo e porque pode ser transformada em radical hidroxilo (OHe") por meio da reagéo de
Haber-Weiss. Portanto, H,O, deve ser igualmente eliminado o que pode acontecer por acdo da
APX (em conjunto com a ASC) e da catalase (RAMALHO et al., 2018; CASSIA et al., 2018),
a ultima das quais normalmente mais ativa em C. arabica que em C. canephora
(FORTUNATO et al., 2010).

No que diz respeiro a atividade da APX, houve decrescimos com o aumento de
temperatura em ambos 0s gendtipos, entretanto a seca gerou aumentos em CL153 mas nédo
em Icatu (Tabela 2). As plantas bem regadas apresentaram diminuicGes na atividade de
APX com aumento de temperatura, possivelmente por que o calor nédo seja tdo danoso ao
cafeeiro quando este estd bem hidratado. Distintamente aos nossos dados, Martins et al.
(2016) verificou aumento da atividade de APX com calor em plantas de CL153 em boas
condicdes hidricas. Adicionalmente, a presenca de condicGes extremas de estresse (SD a
42/30 °C) provocou um forte aumento da atividade desta enzima, o que podera refletir a
presenca de substrato (H»0,), e a necessidade de remocéo/eliminacdo (CASSIA et al.,
2018), provavelmente resultante da alta atividade da Cu/Zn-SOD, refletido no forte aumento
de lipoperoxidacdo nas plantas SD a 42/30 °C, em ambos 0s gendtipos (Tabela 6).

A atividade de GR foi reduzida pela seca e pelo calor, principalmente em Icatu,
embora com ambos os estresses as plantas Icatu-SD mostrem uma recuperacao e valores algo
acima quer das suas plantas Ctl quer das CL153-SD, a 42/30 °C. Esses resultados evidenciam
uma quebra na atuacdo da GR no sistema antioxidativo, tal como previamente observado em
Icatu, mas ndo em CL153 (MARTINS et al., 2016). A GR é a ultima enzima do ciclo
ascorbato/glutationa e desempenha o papel principal na protecdo das células contra danos
induzidos pelo estresse oxidativo, favorecendo a manutencdo do pool de GSH, intensificando
a resposta antioxidante da planta (LABUDDA e AZAM, 2014). O aumento da atividade de
GR e Cu/zn-SOD foi igualmente observada em C. arabica cv. Icatu e C. canephora cv.
Apoata sob condi¢des de seca, frio e sua interacdo (RAMALHO et al., 2018)

A andlise do antioxidante ndo-enzimatico ASC mostrou acentuados decréscimos
devido ao aumento de temperatura e na conjugacado dos dois estresses, em ambos 0s gendtipos
(Tabela 3), tal como observado para temperaturas superiores a 31 °C (MARTINS et al.,
2016). Estes decréscimos poderdo limitar a sua atuacdo como antioxidante e a atividade da
APX. Contudo, os valores muito baixos nas plantas SD a 42/30 °C poderdo ter também
resultado do aumento de atividade desta enzima que usa ASC como substrato, ndo havendo
posterior regeneracdo adequada da molécula de ASC no Ciclo do Ascorbato-Glutatido, pela

Monodesidroascorbato Redutase, ou ao nivel do PSI (com intervencdo da Ferredoxina),
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apesar da atividade do PSI ter sido pouco afetada pelas condic¢des de estresse (Cap. 4, Tabela
5). Deve ainda salientar-se que o ASC ¢é igualmente utilizado na reacdo de producdo de
Zeaxantina a partir de Violaxantina, pelo que o seu decréscimo maximo a 42/30 °C (plantas
Ctl e SD) pode também estar ligado de forma parcial a producdo de Zeaxantina. De acordo
com Ramalho et al. (2018) ASC apresenta forte dindmica nos cafeeiros sendo um pouco
sensivel a seca moderada, como confirmado no nosso trabalho para seca severa. Esta
molécula se destaca como um dos principais antioxidantes nas plantas, uma vez que
desintoxica as ROS e mantém a funcédo fotossintética (CHENG et al., 2015). Contudo, no
nosso caso, este componente do sistema parece ndo ter sido eficiente em proteger o aparato
fotossintético contra as condicdes estressantes. Deve ser ressaltado que em condicGes severas
de estresse a capacidade dos mecanismos protetores pode ser insuficiente (ARAUJO E
DEMINICIS, 2009), ainda pode ocorrer diminuicdo nas atividades dos antioxidantes
enziméaticos (SOD, CAT, APX, GR), devido a sua desnaturacdo em temperatura alta
(AWASTHI et al., 2015).

A HPS70 mostrou forte acumulo promovido pelo o déficit hidrico e/ou
temperatura até 37/28 °C nos dois genotipos (Tabela 3). Apenas Icatu-Ctl manteve valores
aumentados a 42/30 °C, embora nesta temperatura todas as plantas apresentaram valores
superiores as respectivas plantas Ctl a 25/20 °C. Estes resultados confirmam o impacto no
aumento de HSP70 a partir de temperaturas moderadas (31 °C), a maioria mantida até 42 °C
(C. arabica) ou até 37 °C no CL153 (diminuindo depois) (MARTINS et al., 2016). Fica claro
que a sintese de proteinas de choque térmico (HSPs) é uma resposta importante ao estresse
térmico em Coffea spp., 0 que deve ser realcado, pois este reforco € frequentemente
associado ao aumento da termotolerancia (LAMAOQUI et al., 2018), auxiliando no
dobramento de proteinas e impedindo a agregacdo irreversivel de proteinas (DOU et al.,
2014; PARK e SEO, 2015; CHENG et al., 2015; WANG et al., 2018). O seu aumento e
acdo protetora pode igualmente estender-se a outras condi¢cfes estressantes, dentre estas a
seca (WADA et al., 2013; PARK e SEO, 2015), como ocorreu em nosso trabalho.

Lipoperoxidagdo

As variagdes do teor de MDA, enquanto produto final deste processo tem sido
amplamente utilizado como marcador de lesdo lipidica oxidativa causada por estresse
ambiental (KONG et al., 2016; TOSCANO et al., 2016). Como foi sendo referido ao longo da
discussdo, verificou-se que a presenga de MDA aumentou significativamente quando as

plantas estiveram expostas a ambas as condi¢des de estresse, mas apenas a 42/30 °C, o que
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reflete a alta resiliéncia do cafeeiro as condi¢des impostas neste trabalho. Apesar disso,
podemos concluir que, nestas condigdes extremas, os sistemas de defesa mostraram limitagaos
para proteger as membranas contra a lipoperoxida¢dao, que ¢ um dos principais efeitos
prejudiciais da atuacao das ROS. Investigacdes comparativas em duas cultivares de Brassica
campestris L. (sensiveis e tolerantes ao calor) mostraram que maior severidade do dano ao
aparato fotossintético e ao sistema de membranas foi observada em cultivares sensiveis ao
calor, devido ao alto acimulo de ROS e MDA (ZOU et al., 2017; WANG et al., 2018),
enquanto MDA aumentou significativamente ap6s 30 dias de estresse hidrico em dois tipos de

arbustos ornamentais (TOSCANO et al., 2016).

CONCLUSOES

Os impactos da seca sdo evidentes tanto em CL153 quanto em Icatu no que se refere
a todos os parametros de fotoinibicdo. Entretanto em relagdo a Pl¢y, moderada em CL153 e
ausente em Icatu evidencia atuagdo de mecanismos de prote¢do, capacidade de aclimatagdo
refletidos por Ypp) € gN e maiores teores de Zeaxantina e Luteina principalmente em Icatu.

No que se refere a temperatura nota-se que de modo geral, hd uma tolerancia
relevante até 37/28 °C para ambos os gendtipos de café bem regados, mas, a 42/30 °C a
fotoinibi¢do da fotossintese se manifesta de forma mais evidentes (Pl¢y, e PI Total). A jungdo
de calor e seca evidenciou a interagdos dos efeitos de estresse, sendo que a 42/30°C ouve
aumentos consideraveis na Pl¢y,, mas plantas de Icatu SD apresentaram menor fotoinibi¢ao
cronica a 42 °C em comparacao a plantas controle, possivelmente ocasionado pelo aumento
da atividade de alguns antioxidantes atuando na remoc¢ao de ROS. Sendo que atuacdo mais
evidente foi verificada normalmente em condi¢do de seca e temperatura de 37 a 42 °C por
APX, SOD, GR (em Icatu SD e CL 153 SD e Ctl a 42 °C) e HPS70. Aumento da atividade do
Ascorbato foi evidente apenas para CL 153 com imposicdo da seca.

Quanto aos pigmentos fotossintéticos o déficit hidrico severo e temperatura de 42/30
°C desencadearam alteragdes, entretanto alguns se mativeram estaveis (ex: neoxantina em CL
153, Chl (a+b), Chl (at+b)/carotenoides totais) o que ndo ¢ totalmente ruim, outros foram
aumentados pela sobreposi¢ao de seca e calor (Anteraxantina, Zeaxantina, DEPS) sendo estes
fotoprotetores muito importantes, houve ainda alguns que dimuiram com a seca € aumentaram
com o calor (Luteina, B-caroteno, a+B-caroteno e carotenoides totais HPLC), ou vice-versa
(a/B caroteno), diminuidos pela sobreposicao das duas condigdes estressantes (Violaxantina e
Chl a/b), como também a atuagdo de estresses isolados com aumentos ocasionados somente

por calor (Carotenoides totais espectofotometro) ou diminuido (V+A+Z, a-caroteno,
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V+A+Z/carotenoides totais) e até mesmo aumentos ocasionados somente por seca
(Neoxantina em Icatu), logo, possivelmente maioria dos pigmentos atuaram como
fotoprotetores diante das condigdes estressantes.

O teor de MDA que quantifica a peroxidagao lipidica foi aumentado apenas a 42/30
°C em CL153 e Icatu (exceto CL153 Ctl), o que reflete a alta resiliéncia do cafeeiro a
temperaturas acima do o6timo e até mesmo quando submetidas ao estresse hidrico. Podendo
estar ligado a manutencdo e aumentos da maioria dos antioxidantes (4PX, SOD e GR) e
alguns pigmentos fotossintéticos como relatado a cima.

Ainda, a capacidade de resiliéncia dos cafeeiros ¢ comprovada pela consideravel
capacidade de recuperacdo de muitos pardmetros apos alguns dias de reestabelecimento de

rega e temperatura controle.
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