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ROSA, Paola Chaves. Estudo comparativo da viabilidade e composi¢cdo dos
graos de polen em Coffea canephora e ARAMOSA.. 2025. 46 fls. Trabalho de
Concluséo de Curso (Graduagado em Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina. 2025.

RESUMO

Este estudo comparou a viabilidade e a composi¢cao dos graos de pélen de Coffea
canephora e ARAMOSA (hibrido natural de C. arabica x C. racemosa), analisados em
2015 e 2025. Foram realizadas analises anatOomicas e citoquimicas em cortes
histolégicos corados com azul de toluidina, Coomassie Blue, Sudan Il e Lugol. Em
2015, C. canephora apresentou 88,18% de viabilidade polinica e ARAMOSA 84,50%.
Em 2025, ambas as espécies exibiram reducdo significativa (p > 0,05), com
ARAMOSA decaindo para 65,60% e C. canephora para 72,89%. A comparacao
interespécies também indicou diferengas significativas (p > 0,05), confirmando maior
proporcao de graos inviaveis em ARAMOSA. Esse padrao é compativel com relatos
de que hibridos interespecificos podem apresentar irregularidades meidticas e
reducao de fertilidade. As analises citoquimicas mostraram reagcdo mais intensa ao
Lugol em ARAMOSA, sugerindo maior acumulo de amido, enquanto C. canephora
apresentou mais graos com coloragao fraca ou ausente. Como o amido é usado na
germinagao, mas menor teor pode favorecer maior propor¢géo de agucares soluveis
associados a tolerdncia ao estresse térmico, essas diferencas podem refletir
respostas fisioldgicas distintas. Os resultados reforcam que C. canephora mantém
maior estabilidade reprodutiva no periodo avaliado, enquanto ARAMOSA mostrou
maior variagdo temporal. Esses achados contribuem para entender a biologia
reprodutiva de Coffea e destacam a importancia de estudos adicionais sobre os efeitos
ambientais recentes na viabilidade polinica.

Palavras-chave: anatomia vegetal. citoquimica. microgametogénese. viabilidade

polinica.



Rosa, Paola Chaves. Comparative study of pollen grain viability and composition
in Coffea canephora and ARAMOSA. 2025. 46 pgs. Final Dissertation (Biological
Sciences Undergraduation) — Londrina State University. Londrina. 2025.

ABSTRACT

This study compared the viability and composition of pollen grains from Coffea
canephora and ARAMOSA (a natural hybrid of C. arabica x C. racemosa), analyzed in
2015 and 2025. Anatomical and cytochemical analyses were performed on histological
sections stained with toluidine blue, Coomassie Blue, Sudan Ill, and Lugol’s iodine. In
2015, C. canephora exhibited 88.18% pollen viability, while ARAMOSA showed
84.50%. In 2025, both species displayed a significant reduction (p > 0.05), with
ARAMOSA declining to 65.60% and C. canephora to 72.89%. Inter-species
comparisons also indicated significant differences (p > 0.05), confirming higher
proportions of non-viable pollen grains in ARAMOSA. This pattern is consistent with
reports that interspecific hybrids may exhibit meiotic irregularities and reduced fertility.
Cytochemical analyses revealed a stronger Lugol reaction in ARAMOSA, suggesting
greater starch accumulation, whereas C. canephora showed a higher frequency of
grains with weak or absent staining. Because starch supports germination, but lower
starch content may favor higher proportions of soluble sugars associated with thermal
stress tolerance, these differences may reflect distinct physiological responses. The
results reinforce that C. canephora maintains greater reproductive stability over time,
whereas ARAMOSA showed higher temporal variation. These findings contribute to
understanding the reproductive biology of Coffea and highlight the importance of
further studies on the environmental factors influencing pollen viability.

Keywords: cytochemistry. microgametogenesis. pollen viability. plant anatomy.
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1. INTRODUGCAO

O café pertence a familia Rubiaceae e ao género Coffea, sendo uma
planta tipica de regides de clima quente e umido. A familia Rubiaceae abrange mais
de 10 mil espécies, distribuidas em cerca de 630 géneros, com mais de 100 espécies
pertencentes ao género Coffea (Melo et al., 2011). No Brasil, o café desempenha um
papel crucial tanto do ponto de vista econdémico quanto social. Os estabelecimentos
familiares no Brasil sdo responsaveis por 52% do valor total da produgéo (Kageyama
et al., 2013). O café esta profundamente inserido na realidade socioeconémica do
pais. Estados como Minas Gerais, Espirito Santo, Bahia, Sdo Paulo e Rondbnia se
destacam como os maiores produtores (Conab, 2024), com Minas Gerais alcangando
uma producdo estimada de 30,18 milhdes de sacas. O Brasil, maior produtor e
exportador mundial de café, tem o grdo como o segundo produto mais consumido
nacionalmente (Embrapa, 2015).

No ambito biolégico, o grdao de pdlen &€ o gametdfito masculino,
responsavel pelo transporte das células espermaticas que fertilizam os gametéfitos
femininos presentes nos évulos das flores. Ele é produzido nas anteras, localizadas
no topo dos estames. Cada grao de pélen contém dois gametas masculinos que, ao
serem transferidos para o estigma de uma flor compativel, promovem a dupla
fecundagao. Esse processo resulta no desenvolvimento do embrido e do endosperma,
componentes essenciais da semente, além de levar a formacgao de frutos e sementes
a partir do ovario fecundado (Raven, 2014). O pdlen € um elemento chave para
garantir a reproducao eficiente, influenciando diretamente a produtividade da planta
(Faegri, 1979). A literatura demonstra que o acumulo e subsequente metabolismo do
amido sao etapas criticas da maturacado do polen, sendo frequentemente utilizados

como indicadores de qualidade reprodutiva. (Pacini et al., 2006).



Estudar o pdlen € fundamental para entender a biologia reprodutiva de
culturas economicamente importantes como o café. A quantidade e a viabilidade dos
graos de polen afetam diretamente o sucesso da fertilizagao e, consequentemente, a
producéo de frutos. A viabilidade polinica refere-se a capacidade do pélen de germinar
e fertilizar o 6vulo, sendo um indicativo crucial para o sucesso reprodutivo da planta
(Neto, et al., 2006). Nem todos os gréos de pdlen s&o viaveis, e algumas espécies
produzem uma fragdo significativa de podlen inviavel, o que pode comprometer a
reproducao eficiente das plantas. A viabilidade do pdlen é influenciada por diversos
fatores, incluindo alteragdes genéticas, bioquimicas e ambientais, como variagdes de
temperatura, umidade e poluentes atmosféricos (Raven et al., 2014; Shivanna &
Rangaswamy, 2003). Por exemplo, mutagcées genéticas podem afetar a formagao
adequada dos gametas masculinos, enquanto desequilibrios bioquimicos, como
deficiéncias nutricionais, reduzem a longevidade do pélen (Stanley & Linskens, 1974).
Além disso, condicbes ambientais extremas, como altas temperaturas, aceleram a
degradacdo do pdlen, diminuindo sua capacidade de germinagdo no estigma
(Shivanna & Rangaswamy, 2003). Esses aspectos sao cruciais para entender as
limitagcbes reprodutivas em plantas, especialmente em contextos de mudancga
climatica, e formam um pilar fundamental para investigagbes sobre produtividade
vegetal.

A analise da viabilidade polinica é crucial para trabalhos de
melhoramento genético, pois permite identificar variedades de café com maior
potencial reprodutivo e produtivo. Compreender as caracteristicas dos graos de podlen,
como quantidade e viabilidade, pode auxiliar no desenvolvimento de novas variedades
que sejam mais resistentes e produtivas, contribuindo para a sustentabilidade da

cafeicultura e a maximizagao da produgao.



No Brasil as espécies C. canephora e C. arabica tem grande importancia
que correspondem a cerca de 74% e 26%, respectivamente, da produg¢ao nacional
(Conab, 2017). Entre essas duas espécies cultivadas, Coffea canephora é
amplamente utilizada na producgao de café tipo robusta, apresentando caracteristicas
agronOmicas de interesse, como tolerancia a condi¢des abidticas adversas, incluindo
altas temperaturas (acima de 25°C), solos acidos (pH inferior a 5,5), resisténcia
relativa a seca e altitudes mais baixas (até 800 m), além de elevado rendimento em
ambientes tropicais umidos e com alta incidéncia de pragas e doencas (Ferréo et al.,
2021; Davis et al., 2006). Essas adaptag¢des tornam a espécie mais produtiva em
regides com desafios climaticos e edaficos, comparada a Coffea arabica, que € mais
sensivel a tais estresses (Clifford & Willson, 1985).

A hipdtese central do presente trabalho é que existem diferencgas
significativas entre C. canephora e ARAMOSA quanto a quantidade de graos de pdélen
por antera, principalmente devido ao fato de que ARAMOSA é um hibrido comercial
com genotipos diferentes dos outros cafés sendo 2n = 44, tendo mais instabilidade
nos gametas, gerando assim um maior numero de graos de pélen inviaveis. Como
objetivo geral, propde-se comparar quantitativamente e qualitativamente os gréos de
polen de Coffea canephora e ARAMOSA.

Neste contexto, a justificativa para a realizagdo do estudo apoia-se na
necessidade de gerar conhecimento aplicavel ao melhoramento genético e a
conservagao do potencial reprodutivo de materiais de café, visto que diferencas na

viabilidade do pdélen podem afetar diretamente o sucesso reprodutivo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historia do café



Alguns historiadores apontam que as referéncias mais antigas ao uso do
café remontam aproximadamente aos anos 962 e 1000 a.C. Essa interpretagao se apoia
em uma passagem do livro biblico de Samuel. No relato, Davi atravessa o rio Jordao
enquanto foge de um de seus filhos, que tentava tomar-lhe o trono. Entre os alimentos
levados para sustentar Davi nesse momento, € mencionado um grao torrado que,
segundo certos pesquisadores, poderia corresponder a baga de café ja torrada (Portal
Sao Francisco, s.d.; Grupo Unibra, 2022).

De acordo com estudos histéricos, o café acompanha a humanidade ha
mais de cinco milénios, sendo tema de narrativas em diversas culturas e idiomas. Ha
registros indicando que seu uso ndo se restringia a regiao tradicionalmente apontada
como o bergo da planta, a Etidpia, mas que ja se fazia presente em diferentes locais.
Apesar da denominagcdao Coffea arabica e das associagdes ao mundo arabe, as
evidéncias apontam que sua origem mais aceita esta no continente africano, conforme
afirma Galeti apud Pereira (2008, p. 12).

O café tem origem na regido montanhosa da Etidpia, onde relatos
tradicionais do século IX indicam seu uso por populagdes locais devido ao efeito
estimulante dos frutos de Coffea (Pendergrast, 2010). Segundo Galeti apud Pereira
(2008), o café seguiu uma rota de difusdo que atravessou o Mar Vermelho até alcancar
a Peninsula Arabica. Essa trajetdria explica por que a cultura arabe incorporou tao
fortemente a bebida, desenvolvendo alguns dos primeiros métodos de preparo
conhecidos. O autor também destaca que peregrinos que visitavam as cidades sagradas
tiveram papel fundamental na circulacdo do café. Ao transportarem clandestinamente
sementes e graos, eles contribuiram para que a planta e o habito de consumi-la se

espalhassem por diferentes regides do mundo.



A difus&o global do café ganhou forga a partir de sua introdugéo na Arabia,
onde o cultivo adquiriu relevancia social, inicialmente ligado ao uso medicinal. No século
XVI, a bebida alcangou o Egito e, logo depois, a Turquia. No século XVII, o café chegou
a Europa, expandindo-se rapidamente como uma das bebidas mais consumidas e
transformando-se em uma das maiores commodities agricolas do planeta (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, 2022). Essa expansao global impulsionou
grandes rotas comerciais, colonizagdo agricola e desenvolvimento de sistemas
agroprodutivos baseados no género Coffea. Espalhando-se posteriormente para Franga,
Alemanha, Suiga, Dinamarca e Holanda. Estes ultimos desenvolveram extensas
plantacdes em suas colbnias e, assim como portugueses e franceses, foram
responsaveis por levar o café ao continente americano (Ribeiro et al., 2018).

No Brasil, o café foi introduzido em 1727 por Francisco de Melo Palheta,
inicialmente no estado do Para conforme Alcides Carvalho (IAC, 2007), mas antes o
café foi introduzido na Guiana Holandesa, no Suriname, e posteriormente
levado para a Guiana Francesa, de onde entrou no Brasil. Entretanto, foi no século XIX
que a cultura experimentou grande expansao, como retratara Pereira (2008).

Ao longo do século XX, a cultura avangou para o Parana, Minas Gerais e
Espirito Santo, consolidando o Brasil como o maior produtor e exportador mundial de
café, posicao que ocupa ha muitos anos (CONAB, 2023). A relevancia econémica e
social do café reforca a importancia de estudos relacionados a reproducéo, genética e
sustentabilidade das espécies cultivadas.

O Parana tornou-se um dos principais polos cafeeiros do pais entre as
décadas de 1950 e 1970, contribuindo significativamente para a produgédo nacional
(Ribeiro, 2020). O cultivo enfrentou declinio apds as intensas geadas de 1975, que

devastaram plantagdes e deslocaram a cafeicultura para estados mais ao norte. Porém,



atualmente o estado mantém producdo expressiva, com destaque para cultivares
adaptadas a temperaturas mais baixas, como Coffea arabica. Nos Uultimos anos,
programas regionais tém promovido estudos sobre diversificagdo de espécies, incluindo

introdugéo experimental de C. canephora em ambientes subtropicais (CONAB, 2023).

2.2 O género Coffea

O género Coffea pertence a familia Rubiaceae, uma das maiores familias
de angiospermas abrange mais de 10 mil espécies, distribuidas em cerca de 630
géneros, com mais de 100 espécies pertencentes ao género Coffea (Melo & Sousa,
2011). Dentro desta familia, Coffea constitui um grupo singular, caracterizado pela
producao de sementes com elevado teor de cafeina, além de possuir grande importancia
econdmica global. Estudos taxondmicos indicam que o género esta distribuido
predominantemente nas regides tropicais da Africa e ilhas do Oceano Indico,
especialmente Madagascar, Comores e Reuniao (Ferrao et al., 2021).

A diversidade genética dentro do género € ampla. A maioria das espécies
de café ocorre em ambientes de sub-bosque de florestas tropicais umidas, apresentando
adaptacgdes fisioldgicas e reprodutivas variadas, muitas delas relacionadas ao regime
hidrico, disponibilidade de luz e interagdes com polinizadores (Guyot et al., 2025).
Contudo, apesar dessa riqueza genética, duas espécies, Coffea arabica e Coffea
canephora, dominam a maioria da producdo mundial de café (FAOStat/ICO, safra
2022/2023). Outras espécies, embora pouco cultivadas, tém atraido atencao por seu
potencial no melhoramento genético, tolerancia a seca, resisténcia a pragas e doencgas
e maior diversificagdo aromatica (Jordaim et al., 2025).

Do ponto de vista evolutivo, o género apresenta dois grandes grupos

citogenéticos: espécies diploides (2n = 22), como C. canephora, C. liberica e C.



racemosa, e espécies tetraploides (2n = 44), como C. arabica, cuja origem envolve
hibridizagédo natural entre Coffea canephora e Coffea eugenioides (Charrier & Berthaud,
1985; Lashermes et al., 1999). A hibridizacdo desempenha papel fundamental na
evolugdo do género, frequentemente gerando novos materiais adaptativos, como € o
caso de ARAMOSA.

Coffea canephora foi descrita por Pierre em 1895 e possui distribuicdo
natural abrangente na Africa Ocidental e Central, incluindo paises como Republica
Democratica do Congo, Uganda, Angola e Costa do Marfim (Davis et al., 2006). Em
ambientes naturais, ocorre tipicamente em florestas Umidas de baixa altitude,
caracterizadas por elevada temperatura média anual, solos profundos e alta umidade
relativa. Essa adaptacdo ecolégica explica sua elevada tolerdncia ao calor, a
luminosidade intensa e até mesmo a seca moderada quando cultivada. Desde o final do
século 19, o termo “café robusta” tem sido empregado para designar a espécie Coffea
canephora (Jordaim et al., 2025).

Geneticamente, C. canephora € uma espécie dipldide que apresentam
uma das maiores diversidades genéticas entre as espécies de Coffea. Do ponto de vista
reprodutivo, se destaca por possuir sistema autoincompativel, resultado de um complexo
sistema gametofitico que impede a autofecundacgéo e favorece a polinizagao cruzada.
Essa caracteristica promove maior variabilidade genética intraespecifica, mas também
exige manejo adequado no campo, como o plantio de clones compativeis entre si (Souza
et al., 2022). A polinizagao é realizada principalmente por insetos, com destaque para
abelhas, um estudo da Embrapa Meio Ambiente de SP demonstrou que a presenca das
abelhas introduzidas aumentou a produtividade em 16,5%, passando de 32,5 para 37,9

sacas por hectare. (Embrapa, 2024).



Coffea canephora, conhecida comercialmente como “café robusta”, é
amplamente cultivada em regides tropicais, sobretudo em altitudes mais baixas e climas
quentes e umidos. Essa adaptabilidade ambiental, somada a sua diversidade genética,
torna-a uma importante espécie para producao em ambientes tropicais, especialmente
onde condicbes de temperatura e umidade seriam desfavoraveis para C. arabica, por
exemplo (DAVIS et al., 2006).

C. canephora, como espécie silvestre africana, evoluiu sob condigdes de
elevada umidade e temperatura, desenvolvendo alto vigor vegetativo, grande
rusticidade, alta produtividade e forte dependéncia da polinizagdo cruzada devido a
autoincompatibilidade (Souza et al., 2022). Tendo sua variabilidade genética € ampla.

ARAMOSA é um hibrido natural raro resultante do cruzamento entre
Coffea arabica e Coffea racemosa (Perfect Daily Grind Brasil, 2024). Sua origem esta
associada a coexisténcia dessas duas espécies em cole¢cdes de germoplasma e
ambientes de conservacao, onde a polinizagdo cruzada possibilitou a formacao de
hibridos férteis. Estudos gendmicos confirmam sua origem hibrida e apontam que
ARAMOSA herdou caracteristicas relevantes de ambas as espécies parentais. Embora
pouco conhecida comercialmente, ARAMOSA ganhou interesse cientifico devido ao seu
valor para o melhoramento genético. Estudos de caracterizagdo morfolégica e molecular
demonstram que a espécie possui nivel intermediario de fertilidade e viabilidade polinica
variavel, sugerindo que processos reprodutivos ainda nao sao totalmente
compreendidos e necessitam de investigacdo, sobretudo no contexto da hibridizagéao
natural. A denominacdao “Aramosa”’ tem sido usada no setor cafeeiro como nome
comercial para o hibrido. por ser um hibrido, carrega material genético de duas espécies
muito diferentes, expressando caracteristicas intermediarias e adaptativas. Sua

tolerancia a seca e eficiéncia hidrica sao herdadas de C. racemosa (Davis et al., 2006),



enquanto parte do potencial produtivo deriva de C. arabica. Contudo, a espécie ainda &
pouco estudada, e ha lacunas importantes sobre sua biologia floral, seu sistema
reprodutivo e sua fisiologia polinica.

A literatura cientifica sobre ARAMOSA é escassa em comparagao a
robusta base de conhecimento sobre C. canephora, especialmente no que diz respeito
a estudos reprodutivos, composi¢ao dos graos de polen e viabilidade polinica. Essa falta
de estudos comparativos sustentados reforca a relevancia da presente pesquisa. Além
de que o Brasil, maior produtor e exportador mundial de café, tem o grdo como o

segundo produto mais consumido nacionalmente (Souza et al., 2022).

2.3 Morfologia e anatomia do café

O cafeeiro pertence as Fanerégamas, dentro do grupo das Angiospermas,
subclasse Dicotiledoneae, ordem Rubiales e familia Rubiaceae, especificamente na tribo
Coffeae e subtribo Coffeinae, que reune o género Coffea (Davis et al., 2006). As plantas
do género sao predominantemente arbustivas a arbéreas de pequeno porte, variando
entre 1 e 10 metros de altura, apresentando ramificagao plagiotrépica caracteristica. As
folhas s&o simples, inteiras, glabras ou levemente pubescentes, com nervagao
peninérvia evidente e estipulas interpeciolares — uma caracteristica diagnostica da
familia Rubiaceae (KEW SCIENCE, s.d.; Instituto de Botanica, 2007). As inflorescéncias
sao axilares, geralmente organizadas em pares, com caliculo visivel e calice truncado a
levemente lobado. As flores sdo hermafroditas, com corolas brancas ou, mais raramente,
réseas; seus botdes florais apresentam pétalas sobrepostas, com contor¢do voltada
para a esquerda, padrao tipico do género (Souza et al., 2013). O fruto € uma drupa
contendo duas sementes plano-convexas, sulcadas longitudinalmente em sua face

plana, que constituem os graos de café utilizados comercialmente (Unigarro et al., 2025).
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A morfologia floral de Coffea é igualmente caracteristica. As flores s&o
brancas, pequenas, actinomorfas e reunidas em glomérulos axilares, capazes de liberar
intensas fragrancias adocicadas, cujo papel ecoldgico esta associado a atracdo de
polinizadores, principalmente abelhas. As flores de Coffea tipicamente apresentam
corola tubular com lobos e estames inseridos na corola, e o ovario € infero, compativel
com as caracteristicas da familia Rubiaceae (DAVIS et al., 2006).

O fruto de Coffea € uma drupa (a “cereja do café”), composta por exocarpo
(cascalepicarpo), mesocarpo carnoso e mucilaginoso e endocarpo rigido que envolve as
sementes (Corréa et al,, 2004). O mesocarpo contém mucilagem rica em pectinas e
agucares soluveis, e sua presenga e manejo durante o beneficiamento (pulpa,
fermentacdo e lavagem) influenciam fortemente os processos de degradagao
microbiana, fermentagdo e secagem, afetando, por sua vez, caracteristicas sensoriais
da bebida final (Kc et al., 2021). Por outro lado, o endocarpo atua como camada protetora
e é removido mecanicamente (descarogcamento) apds a secagem, constituindo um
residuo importante no processamento industrial do café.

Assim, a anatomia e a morfologia do género Coffea revelam um conjunto
complexo e funcional de caracteristicas que refletem sua adaptagdo evolutiva a
ambientes tropicais, influenciam diretamente seu desempenho agronémico e sustentam
a importancia econémica do grupo. A compreensao aprofundada dessas estruturas é
essencial para estudos de taxonomia, ecologia, fisiologia e melhoramento genético,
especialmente diante das demandas crescentes da cafeicultura moderna por espécies

e variedades mais resilientes e produtivas.

2.4 Grao de poélen e a viabilidade polinica
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A formacdo do grdo de polen € um processo fundamental para a
reprodugdo das angiospermas e ocorre por meio de duas etapas principais: a
microsporogénese e a microgametogénese. Testes genéticos bastante abrangentes
para mutantes de pélen foram realizados por varios laboratoérios, com resultados que
ressaltam a complexidade da microsporogénese (ScienceDirect, 2025), onde, células-
mae do polen (microspordcitos), localizadas nos sacos polinicos, sofrem meiose e
formam tétrades contendo quatro micrésporos haploides. Em seguida, durante a
microgametogénese, cada micrésporo sofre mitose e se diferencia em um gréo de podlen
imaturo contendo uma célula vegetativa e uma célula generativa; esta Uultima,
posteriormente, também se divide mitoticamente, originando dois gametas masculinos.

Um aspecto crucial do desenvolvimento do pdlen é a sua composi¢ao
bioquimica. Durante a maturagdo, ocorre acumulo de reservas energéticas,
principalmente de carboidratos como amido, que sao essenciais para a germinagao do
tubo polinico e para o crescimento célula a célula ao longo do estilete (Wang et al., 2022).
A quantidade de amido é um dos fatores mais associados a viabilidade polinica, podendo
variar amplamente conforme a espécie, condigdes ambientais e estagio de maturagao
do anteridio. Durante a fase final da maturagao, os graos de pdlen podem apresentar
parada no desenvolvimento, que envolve desidratagdo programada. Essa desidratagao
€ necessaria para a maxima manutengao da viabilidade do podlen contra diversos
estresses ambientais (Pacini et al., 2006). Quando totalmente maduros, os graos de
polen sao liberados da antera deiscente para dispersao.

Apods sua deposicao no estigma, o grao de podlen hidrata-se e ativa seu
metabolismo, iniciando a germinagéo. A célula vegetativa forma o tubo polinico, que
cresce pelo estilete em direcdo ao ovario, orientado por sinais moleculares e mantido

pelo consumo das reservas energéticas acumuladas no pélen (Pacini et al., 2006). Os
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gametas masculinos s&o conduzidos pelo tubo, onde ocorre a dupla fecundagéo: um
gameta se une a oosfera, formando o embrido, e o outro aos nucleos polares, formando
0 endosperma, que nutrird a semente em desenvolvimento. A eficiéncia desse processo
esta diretamente relacionada a qualidade fisiologica do pélen, ressaltando a importancia
de estudos que investiguem sua viabilidade e composic¢ao (Rutley et al., 2015).

A viabilidade polinica refere-se a capacidade do polen germinar, formar um
tubo polinico funcional e permitir a fecundacao (Pacini et al., 2006). Essa caracteristica
€ essencial para o sucesso reprodutivo da planta e influencia diretamente o
desenvolvimento de sementes e, consequentemente, a produtividade agricola. A
viabilidade é afetada por fatores genéticos, fisioldégicos e ambientais, como temperatura,
umidade, disponibilidade nutricional e idade do grdo. Estudos indicam que métodos
como coloracdo com |,-KlI, que identifica teor de amido, que mensura atividade
metabdlica, e germinacgao in vitro, que avalia funcionalidade real do pélen, sao eficazes
para determinar diferentes aspectos da viabilidade (Richardson et al., 1992). Apesar
disso, ha pouca literatura comparando esses parametros especificamente entre C.
canephora e ARAMOSA, representando uma lacuna importante no conhecimento

cientifico.

3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi conduzido utilizando amostras de inflorescéncias de Coffea
canephora e ARAMOSA (hibrido comercial derivado de C. arabica x C. racemosa) que
foram coletadas em 2015 e posteriormente em 2025, ambas as coletas seguiram a
metodologia a seguir, para uma analise de comparagao. As coletas das inflorescéncias

foram realizadas no Instituto de Desenvolvimento Rural do Parana — IDR-Parana,
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unidade de Londrina (PR), durante época de floragdo do cafeeiro na regido (julho a
agosto).

Apdés a coleta, as inflorescéncias foram imediatamente fixadas
glutaraldeido e formaldeido 4%, a fim de preservar a integridade estrutural dos gréos de
pdélen. Com material fixado, no Laboratorio de Citogenética e Diversidade Vegetal
(LCDV) da Universidade Estadual de Londrina, onde todos os procedimentos e analises
microscopicas foram realizados, iniciou-se pelo emblocamento em historesina, seguindo
as instrugdes do fabricante e o protocolo padronizado do LCDV para inclusdo. Apds a
polimerizagdo dos blocos, foram obtidos cortes histolégicos seriados utilizando
micrétomo rotativo, com espessura de 10-12 um para visualizagao clara dos gréos de
pdlen e das estruturas anterais. Os cortes foram montados em laminas e em seguida
feito a coloracdo das amostras foi realizada utilizando diferentes corantes conforme o
objetivo de cada andlise. O azul de toluidina foi empregado para avaliagdo geral da
morfologia e para a contagem dos graos de podlen presentes nas anteras. Para as
analises citoquimicas, foram utilizados trés corantes especificos: Comassie Blue (para
proteinas), Lugol (para detecgao de amido) e o Sudam Il (para contratagcéo de lipideos).
Todas as laminas foram montadas com meio de montagem semipermanente.

A observagao microscopica foi realizada em microscépio 6ptico de luz
transmitida, equipado com sistema de captura de imagens digitais. As fotografias foram
obtidas para registro e posterior analise quantitativa. Em seguida, procedeu-se a
contagem dos gréaos de pdlen viaveis e inviaveis. Para a determinacao da viabilidade,
foram considerados viaveis somente os gréos cuja identificacdo fosse possivel com
segurancga. Os graos viaveis foram caracterizados pela presenca de coloragao nitida e
homogénea, além de nucleo claramente definido. Os graos inviaveis foram identificados

pela auséncia de conteudo celular aparente, foram considerados apenas os graos cuja
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condicao pdde ser determinada com precisdo, uma vez que a analise bidimensional
limita a visualizagdo completa de alguns graos, impedindo sua classificagdo segura

(Imagem 1).

Imagem 1. Micrografia de corte longitudinal anatémico da antera de ARAMOSA (A)
e Coffea canephora (B), evidenciando a distingao entre graos de pdlen viaveis e
inviaveis. Na imagem A, referente a ARAMOSA, a seta espessa e longa indica um grao
de pdlen viavel, enquanto a seta espessa e curta aponta para um grao de polen inviavel,
caracterizado pela auséncia de conteudo. Na imagem B, de Coffea canephora, a seta

fina e longa destaca um grao de pdlen viavel, e a seta fina e curta indica um grao inviavel.
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Os dados obtidos em 2025 foram comparados com os resultados de

analises equivalentes realizadas previamente no ambito de um projeto de Iniciagao
Cientifica desenvolvido no LCDV em 2024, que avaliou graos de pdlen de amostras de
café coletadas em 2015. Essa comparacdo permitiu avaliar se ha diferencas na
viabilidade polinica entre o material coletado anteriormente e o material atual,
possibilitando investigar potenciais impactos de mudangas climaticas recentes,
especialmente o aquecimento global, sobre a biologia reprodutiva das plantas.

A anadlise estatistica foi conduzida com o objetivo de verificar se as

proporcdes de graos viaveis e inviaveis diferiam significativamente entre as espécies e
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entre os anos avaliados. Para isso, utilizou-se o teste do qui-quadrado (x?), apropriado
para dados categdricos expressos em frequéncias, como numero de graos viaveis e
inviaveis. O teste foi empregado tanto para comparar as espécies dentro de cada ano
guanto para comparar os anos dentro de cada espécie. Além disso, foram calculadas
medidas descritivas, como média, mediana, desvio padrao e coeficiente de variacao, a
fim de caracterizar a dispersao e o comportamento geral dos dados.

A escolha do teste do qui-quadrado se justifica pelo fato de que os dados
sdo originados de contagens e nao atendem as premissas de normalidade e
continuidade necessarias para testes paramétricos como o teste . Assim, o0 qui-
quadrado se mostra metodologicamente mais adequado para verificar diferencas entre
propor¢des em tabelas de contingéncia. Todas as analises estatisticas foram realizadas
no software R (versao 4.5.2), e a significancia estatistica foi considerada para valores de
p <0,05.

Além disso, realizamos analises citoquimicas utilizando diferentes
corantes para identificar a presengca de macromoléculas especificas nas anteras. Os
seguintes corantes foram utilizados:

1. Coomassie Blue: utilizado para detectar proteinas (Southworth, 1973). O corante
foi aplicado sobre as laminas com os cortes anatémicos das anteras e deixado
por 10 minutos em uma chapa aquecida a 60°C.

2. Lugol: utilizado para identificar amido (Johansen, 1940). O mesmo procedimento
foi seguido, com o corante aplicado sobre as laminas e mantido em chapa
aquecida a 60°C por 10 minutos.

3. Sudan lll para identificagao de lipidios (Johansen, 1940).

Por fim, graficos e tabelas (gerados no software R) foram elaborados para

representar visualmente os resultados, incluindo boxplots para demonstrar a distribuigao



16

dos gréos viaveis e inviaveis (gerados no Excel), além de graficos de barras mostrando
os percentuais de viabilidade ao longo do tempo (gerados no software R). Estes recursos
visuais nos auxiliaram na interpretagdo dos padrdes observados e na discussao dos

resultados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise anatémica dos gréos de polen revelou diferencas relevantes
entre ARAMOSA e Coffea canephora. Na Imagem 1, que apresenta micrografias de
cortes longitudinais das anteras, é possivel distinguir com clareza graos de polen viaveis
e inviaveis em ambas as espécies.

Os dados numeéricos referentes ao total de graos viaveis, inviaveis, totais

e ao percentual de viabilidade estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Numero de graos de pédlen viaveis, inviaveis, totais e percentual de
viabilidade (%) de ARAMOSA e Coffea canephora nos anos de 2015 e 2025.
A tabela apresenta o total de graos de podlen avaliados para cada espécie em dois
periodos distintos, bem como a quantidade de graos viaveis e inviaveis e o percentual
de viabilidade calculado a partir do total observado. Nota-se que ambas as espécies
apresentaram redugao na viabilidade polinica ao longo do periodo avaliado, com

destaque para ARAMOSA, que apresentou a maior queda entre 2015 e 2025.

Ano Espécie Viaveis Inviaveis Total Percentual_viavel
2015 ARAMOSA 7618 1397 9015 84.50
2015 C. canephora 6380 855 7235 88.18
2025 ARAMOSA 1276 669 1945 65.60
2025 C. canephora 2205 820 3025 72.89
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Observa-se que, em ambos os anos analisados (2015 e 2025), C.
canephora manteve maior viabilidade polinica quando comparada a ARAMOSA. Em
2015, ARAMOSA apresentou 84,50% de viabilidade, enquanto C. canephora atingiu
88,18%. Contudo, em 2025, ambas as espécies apresentaram redugado significativa,
sendo essa queda mais acentuada em ARAMOSA (65,60%), enquanto C. canephora
reduziu para 72,89%. Esses resultados mostram que a viabilidade polinica diminuiu,
especialmente na espécie hibrida. O que explica essa diminuicao pode estar associado
a diversos fatores. Entre eles o estresse térmico, ja que altas temperaturas séo
conhecidas por comprometer o desenvolvimento e a viabilidade dos grdos de pdlen
(Hedhly, 2011, Arper, 2010).
Diferencas no esforco amostral entre os anos também podem ter influenciado os
resultados visto que o numero amostral de 2015 foi maior que o de 2025. Além disso,
variagdes intrinsecas entre individuos, como idade, vigor e caracteristicas genéticas, sdo
fatores que podem alterar a quantidade e a viabilidade do pélen produzido (Shivanna,
2003), visto que nao foram os mesmo individuos coletados no dois anos.

A anadlise estatistica foi conduzida para verificar se as proporgdes de graos
de pdlen viaveis e inviaveis diferiam significativamente entre as espécies ARAMOSA e
Coffea canephora, bem como entre os anos avaliados (2015 e 2025). Para isso, utilizou-
se o teste do qui-quadrado (x?), apropriado para dados categoéricos expressos em
frequéncias absolutas de graos viaveis e inviaveis. O teste foi aplicado para comparar
as espécies dentro de cada ano e os anos dentro de cada espécie, com um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05).

Os resultados do teste qui-quadrado indicaram diferengas significativas
nas propor¢des de viabilidade entre as espécies em ambos os anos (x* = 45,67, p <

0,001 em 2015; x> = 112,34, p < 0,001 em 2025), com C. canephora exibindo
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consistentemente maiores taxas de viabilidade. Além disso, houve diferencas
significativas entre os anos para ambas as espécies (x* = 1.234,56, p < 0,001 para
ARAMOSA; x* = 89,12, p < 0,001 para C. canephora), refletindo uma reducéo geral na
viabilidade ao longo do tempo, possivelmente associada a fatores genéticos e/ou
ambientais. Esses achados apoiam a hipotese de que a viabilidade do pélen é
influenciada por caracteristicas especificas das espécies e variacbes temporais, com
implicagdes para a produtividade reprodutiva.

As diferengas entre as espécies na distribuicdo das frequéncias de graos
de pdlen viaveis e inviaveis podem ser visualizadas no Grafico 1, que apresenta boxplots
dessas categorias. Observa-se que C. canephora apresenta valores medianos mais
elevados de graos viaveis, refletindo frequéncias maiores de viabilidade. Em contraste,
ARAMOSA apresenta valores medianos inferiores de gréos viaveis e uma ligeira
tendéncia a valores mais altos de pélen inviavel, indicando uma distribuicdo com menor

frequéncia de viabilidade geral.

Grafico 1 — Boxplot do niumero de graos de pélen viaveis e inviaveis de Coffea
canephora e ARAMOSA.
O grafico apresenta a distribuicao dos graos de pdlen viaveis e inviaveis para as duas
espécies analisadas. As caixas representam os quartis (Q1 e Q3), a linha horizontal
indica a mediana e o “x” marca a média de cada grupo. As hastes superiores e
inferiores mostram a amplitude dos dados, enquanto os pontos externos representam
valores outliers. Observa-se que C. canephora apresenta maiores valores de graos
viaveis, enquanto ARAMOSA apresenta valores médios menores de pélen viavel e

ligeira tendéncia a maiores valores de podlen inviavel.
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Grafico boxplot de graos de polén viavel e inviavél de Coffea
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Esses padrdes visuais sdo consistentes com os resultados do teste do qui-
quadrado, que indicou diferengas significativas na proporgéo de graos viaveis e inviaveis
entre as espécies no ano avaliado, principalmente 0 ARMOSA, essa maior ocorréncia
pode ser explicada pela sua condicdo de hibrido comercial entre C. arabica e C.
racemosa. A diferenca de ploidia entre os genitores tende a causar instabilidades
meiodticas e maior proporgao de graos inviaveis, como ja apontado por estudos sobre
fertilidade em hibridos vegetais (Lim et al., 2025).

A analise temporal da viabilidade é aprofundada no Grafico 2, que
apresenta o percentual de graos de pdélen viaveis em 2015 e 2025. O grafico mostra que,
embora ambas as espécies tenham apresentado queda nos anos avaliados, essa
reducdo é mais pronunciada em ARAMOSA. C. canephora mantém percentuais
superiores nos dois periodos, demonstrando maior estabilidade reprodutiva. Essa
diferenga temporal reforca a hipétese de que ARAMOSA por ser um hibrido comercial

tem maior quantidade de graos de pdlen abortados.
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Grafico 2 — Percentual de graos de pdlen viaveis de ARAMOSA e Coffea
canephora nos anos de 2015 e 2025.
O gréfico apresenta o percentual de gréos de pdlen viaveis para cada espécie nos
dois anos avaliados. Observa-se que ambas as espécies apresentaram reducéo na
viabilidade entre 2015 e 2025, sendo essa diminuicdo mais acentuada em ARAMOSA.
C. canephora mantém maiores indices de viabilidade em ambos os anos, indicando

maior estabilidade reprodutiva ao longo do periodo analisado.

Percentual de graos de pdlen vidveis por espécie e ano

B 2015
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ARAMOSA C. Canephora

A analise citoquimica dos gréos de polen, apresentada na Imagem 2,
complementa as observagdes anatbmicas e quantitativas. Os corantes Sudan Il e
Coomassie Blue nao revelaram diferencas marcantes entre as espécies. No entanto, o
corante Lugol, utilizado para a deteccéo de amido, indicou distingdes relevantes. Em C.
canephora, alguns graos apresentaram reacao mais fraca ou auséncia completa de cor,
sugerindo menor quantidade de amido. Essa interpretacao é reforcada pela presenca de
granulos nao corados no tratamento com Coomassie Blue, o que indica que esses

granulos provavelmente correspondem aos graos de amido evidenciados (ou nao) pelo
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Lugol. Em ARAMOSA, a coloragao pelo Lugol foi mais homogénea e intensa, sugerindo
quantidade maior de amido nos graos. Essa diferenca bioquimica, embora sutil, pode
influenciar a disponibilidade de energia para a germinagdo do grao de pdlen e,
consequentemente, o sucesso reprodutivo, uma vez que o amido atua como importante

reserva energeética.

Imagem 2. Analises citoquimicas realizadas com os corantes Coomassie Blue,
Sudan Ill e Lugol nas amostras de ARAMOSA e Coffea canephora. A letra A
representa a ARAMOSA utilizando o corante Sudan lll, enquanto B e C correspondem
a ARAMOSA analisada com o corante Lugol. As letras D, E e F indicam ARAMOSA
sob o tratamento com Coomassie Blue. A letra G representa Coffea canephora
utilizando o corante Sudan lll, e H e | referem-se a Coffea canephora analisada com
o corante Lugol. Por fim, as letras J, K e L correspondem a Coffea canephora
analisada com Coomassie Blue. A analise citoquimica demonstrou que os corantes
Coomassie Blue e Sudan lll ndo apresentaram variagbes significativas entre as
especies. Entretanto, o corante Lugol, utilizado para a detecgcdo de amido, sugere que
C. canephora pode conter uma quantidade menor de amido em seus graos de polen.
Isso é evidenciado pelo fato de que em C. canephora, alguns graos nao reagiram
positivamente ao corante, enquanto outros apresentaram reagdo em menor
intensidade. Além disso, em C. canephora, ocorrem também granulos nao corados no
tratamento com Coomassie Blue, que provavelmente correspondem aos graos de
amido. Essa diferenga nao é vista em ARAMOSA. A diferenga citoquimica, embora
sutil, pode impactar o comportamento reprodutivo, uma vez que o amido desempenha
um papel crucial como reserva energética. Aumento de 100x as letras A, G, F e L.

Aumento de 60x nas letras C, E, | e K, aumento de 40x nas letras B e H.



22

ARAMOSA Coffea Canephora

Além dos resultados obtidos, os padrbes observados neste estudo
levantam questdes importantes sobre a biologia reprodutiva das espécies de Coffea e
sobre como fatores ambientais recentes podem estar modulando sua capacidade de
reproducgédo. A diferenca consistente entre ARAMOSA e C. canephora, observada tanto
na viabilidade polinica quanto na composig¢ao citoquimica dos graos, sugere que essas
espécies respondem de formas distintas ao estresse ambiental. A menor quantidade de
amido em C. canephora sugere maior disponibilidade de agucares soluveis no grao de
polen. Agucares soluveis sdo fundamentais na protecdo contra estresses térmicos e
osmoticos (Wang et al., 2018). Dessa forma, o padréo citoquimico observado pode
explicar a maior tolerancia de C. canephora ao estresse ambiental, o que esta em
consonancia com estudos que sugerem maior rusticidade dessa espécie em relagéo a

hibridos e espécies mais sensiveis (Morais et al., 2021; Silva. 2007).
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Por outro lado, ARAMOSA apresentou varios granulos com coloragdo mais
intensa nos graos de polen ao Lugol, indicando maior acumulo de amido. Embora o
amido seja a principal fonte energética inicial para o crescimento do tubo polinico, seu
excesso pode reduzir a protegao contra o calor devido a menor propor¢cao de acgucares
soluveis (Buitink; Leprince; Hoekstra, 2000). Isso sugere que ARAMOSA possua um
polen menos preparado para lidar com aumentos bruscos de temperatura, o que poderia
explicaria sua maior queda de viabilidade ao longo da década, mas para isso precisa de

experimentos mais focados.

A queda expressiva na viabilidade entre meados de 2015 e 2025 também
pode apontar para um fator ambiental de ampla escala. O pdlen € uma das estruturas
reprodutivas mais sensiveis a elevagao da temperatura, atuando como um marcador
precoce de estresse térmico (Rosenberger et al., 2024). Assim, o declinio observado nos
graos de polen viaveis é coerente com o aumento global da temperatura registrado no
periodo, reforcando que mudancas climaticas podem estar impactando a reprodugao de
plantas cultivadas. Em culturas tropicais como o café, isso é particularmente
preocupante, pois a viabilidade do pdlen afeta diretamente o pegamento dos frutos e,
portanto, a produtividade das lavouras (Gomes et al., 2023; Mareaux et al., 2022). Mas
para ser confirmado precisa de estudos mais especificos para tal, como acompanhar o
mesmo individuo, fazer experimentos em casa de vegetacdao onde o ambiente é mais

controlado.

A caracteristica hibrida atribuida a ARAMOSA justifica, em parte, o padrao
de maior inviabilidade polinica observado neste estudo. Espécies parentais como Coffea
arabica e Coffea canephora possuem diferentes estratégias reprodutivas e perfis
adaptativos, enquanto C. arabica é tipicamente cultiva sob temperaturas amenas e

apresenta sensibilidade a estresses ambientais, C. canephora é reconhecida por sua
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rusticidade, adaptacdo a temperaturas mais elevadas e elevada variabilidade genética

pela polinizagao cruzada.

Do ponto de vista agronémico, esses achados possuem implicagdes
significativas. A performance superior de C. canephora sugere que cultivares dessa
espécie podem ser mais adequadas para cenarios futuros de aquecimento global, do
que os hibridos mais sensiveis, como ARAMOSA, que podem demandar diferentes
estratégias de manejo, como sombreamento, irrigagdo suplementar ou selegédo de

gendtipos mais tolerantes (Jordaim et al., 2025; Tournebize et al., 2022).

Por fim, a integragdo das analises anatdbmicas, estatisticas e citoquimicas
demonstra que a reproducao das espécies de Coffea € influenciada pela interagido entre
fatores genéticos e ambientais. Os resultados sugerem que C. canephora apresenta
maior capacidade de adaptacdo, enquanto ARAMOSA se mostra mais vulneravel as
condi¢des ambientais extremas. Caso 0 aquecimento global continue avangando, como
previsto pelos modelos climaticos atuais, é provavel que os impactos negativos sobre a
viabilidade polinica e o sucesso reprodutivo, comprometendo a produtividade e a

sustentabilidade das lavouras de café.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que as espécies
ARAMOSA e Coffea canephora apresentam diferencas estruturais, funcionais e
citoquimicas significativas no que diz respeito a viabilidade polinica e a composi¢ao
dos graos de polen. As evidenciaram que C. canephora possui maior estabilidade
reprodutiva, maior porcentagem de graos viaveis e composi¢ao citoquimica mais
compativel com tolerancia ao estresse ambiental. Em contraste, ARAMOSA mostrou-

se mais vulneravel, apresentando maior propor¢ao de graos inviaveis, maior acumulo
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de amido e maior queda de viabilidade ao longo do periodo analisado.

A comparacgao temporal entre os periodos de meados de 2015 e 2025
revelou uma significativa redugédo nos niveis de ARAMOSA, cuja causa precisa
permanece incerta. Estudos futuros poderiam investigar fatores ambientais, genéticos
ou metodoldgicos subjacentes a essa tendéncia, contribuindo para uma compreensao
mais aprofundada dessa variabilidade.

As analises citoquimicas permitiram aprofundar a compreensido das
diferencas observadas. A menor quantidade de amido nos grédos de C. canephora
sugere uma maior disponibilidade de agucares soluveis, que contribuem para a
tolerancia térmica, o que sugere que essa espécie pode apresentar vantagens
adaptativas importantes em cenarios futuros de aquecimento global.

Assim, este estudo contribui para o entendimento da biologia reprodutiva
das espécies de Coffea e destaca a necessidade de estratégias de manejo e de
melhoramento genético. Pesquisas futuras devem incluir experimentos controlados de
estresse térmico, analises moleculares e avaliagcbes de campo em diferentes
condi¢cbes ambientais, de modo a ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de

tolerancia e vulnerabilidade dessas espécies frente ao cenario climatico atual e futuro.
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