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RESUMO

O cafeeiro € uma planta muito sensivel as temperaturas extremas, principalmente
durante os estagios iniciais de sua formagéo, sendo a geada um dos fatores mais
limitantes da cultura. As geadas provocam danos nos cafeeiros que podem variar de
acordo com intensidade, tempo de exposicdo, idade, status nutricional da planta e
genotipos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia a temperaturas negativas
em diferentes gendtipos de café em ambiente controlado. O estudo foi realizado no
campo experimental do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), em Londrina.
Foram avaliados dez gendtipos de cafeeiros com sete meses de idade, provenientes
de cruzamentos entre portadores dos genes da espécie Coffea arabica com Coffea.
racemosa e Coffea liberica, além das cultivares Mundo Novo e Catuai e da espécie
C. racemosa. As avaliacdes foram feitas pelo critério visual pos teste e por métodos
quantitativos, por meio da medigcdo antes e apds a exposi¢cao as temperaturas
minimas de -2°C, -3°C, -4°C e -5°C de fotossintese, razdo entre a fluorescéncia
variavel e fluorescéncia maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), condutividade elétrica de
solucdo embebida com discos de folha e analise de proteina. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial, sendo 5 niveis de
temperaturas e 10 gendtipos, com 4 repeticbes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia. As médias dos dados foram comparados pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os resultados das diferentes avaliagbes foram
consistentes, fornecendo critérios seguros para a avaliagdo dos genaotipos tolerantes
ao frio. Os danos foram detectados visualmente a partir de -3°C, com tolerancia
observada somente para a espécie C. racemosa. Nao foram identificadas fontes de
tolerancia ao frio nos gendtipos de cruzamentos entre C. arabica com C. racemosa e
C. liberica. Temperaturas minimas entre -3 e -4°C sdo as mais adequadas para
testar tolerancia ao frio em genétipos de café.

Palavras-chave: Coffea. Geada. tolerancia ao frio. avaliacido visual. analises
fisiologicas.
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ABSTRACT

The coffee plant is very sensitive to extreme temperatures, especially during the early
stages of its formation. Frost is one of the most limiting factors of the crop. Frosts
cause damage to coffee trees that vary according to intensity, plant age, nutritional
status, and duration of exposure. The objective of this work was to identify the
tolerance to negative temperatures of selected genotypes of coffee in a controlled
environment. The study was carried out in the experimental field of the Agronomic
Institute of Parana (IAPAR), in Londrina. Ten genotypes of seven - month - old coffee
trees from crosses between Coffea arabica and Coffea racemosa and Coffea liberica
genes, as well as the cultivars Mundo Novo and Catuai and Coffea racemosa were
evaluated. The evaluations consisted on post-test visual criterion, and quantitative
methods, by means of the measurement before and after exposure to temperatures
of -2°C, -3°C, -4°C and -5°C of photosynthesis, the ratio between the variable
fluorescence and maximum fluorescence of photosystem Il (Fv/Fm), electrical
conductivity of solution soaked with leaf disks, and protein analysis. The experimental
design was a completely randomized in a factorial scheme built with 5 temperature
levels and 10 genotypes, with 4 replicates. Data were submitted to analysis of
variance. The means were compared by the Scott-Knott test at 5% probability. The
results of the different evaluations were consistent, providing reliable criteria for the
evaluation of cold tolerant genotypes. Damage was detected visually from -3°C, with
tolerance observed only for C. racemosa species. No sources of cold tolerance were
identified in the genotypes of crosses between C. arabica and C. racemosa and C.
liberica. Minimum temperatures between -3°C and -4°C are the most suitable for
testing cold tolerance in coffee genotypes.

Key words: Coffea. Frost. Cold tolerance. Visual evaluation. Physiological analyses.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café e o
segundo maior consumidor do produto. Devido a sua importancia para a economia
brasileira, 0 uso de tecnologias adequadas para produgdo da cultura € de grande
interesse dos setores publico e privado.

As condigdes climaticas favorecem o cultivo do café em grande parte
do pais. Dentre os fatores abidticos que exercem maior influéncia na fisiologia do
cafeeiro, destaca-se a temperatura. O café €& particularmente sensivel a
temperaturas extremas, principalmente durante os estagios iniciais de sua formagao.

Baixas temperaturas provocam danos nos cafeeiros que variam de
acordo com intensidade, idade da planta, status nutricional e o tempo de exposicao.
Além disso, componentes do sistema fotossintético sao afetados quando a planta é
exposta a baixas temperaturas.

Os danos celulares nas plantas sado causados pelo congelamento do
liquido presente nos espacos intracelulares, com ruptura de membranas por
compressao e extravasamento irreversivel do citoplasma.

Diversos testes podem ser utilizados na avaliagdo da tolerancia as
baixas temperaturas em diversas espécies vegetais, principalmente associando
métodos que avaliam diferentes respostas fisioldgicas das plantas.

Assim, muitos trabalhos tém explorado a relagao existente entre a
tolerancia ao estresse de plantas sob baixas temperaturas com atividades
enzimaticas dos sistemas antioxidantes nos tecidos vegetais, e tém revelado que o
reforco dessa defesa antioxidante confere melhor tolerancia ao estresse oxidativo.

A tolerancia ao frio pode ser uma caracteristica genética, em que as
plantas desenvolveram mecanismos com a finalidade de sobrevivéncia em
ambientes de estresses abibticos, como o de baixas temperaturas.

As cultivares da espécie Coffea arabica plantadas no sul do brasil
apresentam baixa variabilidade genética para tolerancia ao frio, devido a sua origem
nas regides tropicais da Africa. Entretanto, dentro do género Coffea existe
variabilidade genética para tolerancia ao frio, sendo espécies como Coffea liberica
Var. Dewevrei e o Coffea racemosa referidas como muito promissoras.

O Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) possui cruzamentos

avancgados dessas espécies com cultivares de Coffea arabica, que estdo em fase de
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selecao em condigbes de campo. Ha possibilidade de que genes para tolerancia ao
frio estejam incorporadas nessas linhagens em selegcdo. Assim, os objetivos deste
trabalho foram avaliar as respostas foliares provocados por temperaturas negativas,
avaliar alteragcdes fisioldgicas e bioquimicas decorrentes da exposigdo as
temperaturas negativas e determinar a temperatura minima letal para os diferentes

genotipos avaliados.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CENTRO DE ORIGEM: CARACTERIZACAO METEOROLOGICA

O cafeeiro arabica teve origem no continente africano, um arbusto
perene que se desenvolveu em condicdes de sub-bosque nas florestas latifoliadas
das regides de Jimma e Kaffa, na Etiopia. Estas regides estdo situadas na faixa
equatorial, e apresentam clima ameno em fungéo da altitude (de 1600 a 2000 m). As
precipitacdes sao bem distribuidas, com no maximo 3 a 4 meses secos no inverno e
total anual em torno de 1500 a 1800 mm (WRIGLEY, 1988; DAMATTA et al., 2007).

Pertencente ao grupo das fanerégamas, classe angiospermas e
familia das rubiaceas, o género Coffea pode ser agrupado em quatro grupos, sendo
Eucoffea onde encontram-se as mais importantes espécies de cafeeiros: Coffea
arabica, Coffea canephora, Coffea liberica, Coffea dewevrei, Coffea klainii, Coffea
congensis, Coffea racemosa, Coffea salvatrix, Coffea stenophylla, Coffea
eugenoides, Coffea kapakata, Coffea humilis, Coffea sessiliflora, Coffea heterocalyx
e Coffea anthonyi, entre outras (CARVALHO, 2008).

O género Coffea L. encontra-se distribuido em mais de 103
espécies, com cerca de 60 espécies selvagens, que foram descritas por serem
potenciais fontes de alelos nos programas de melhoramento (DAVIS et al., 2006).

A espécie Coffea arabica é a preferida dentre as mais de 60
espécies do género Coffea devido as caracteristicas dos grdos, que propiciam
bebida de sabor suave e com baixo teor de cafeina. Coffea canephora é destinada
preferencialmente a producdo de café soluvel (MENDES et al.,1998). Coffea
racemosa e Coffea stenophylla sdo importantes fontes de resisténcia a seca e ao
bicho mineiro, e coffea liberica a ferrugem em programas de melhoramento
(ANTHONY et al., 2002).

Nos programas de melhoramento genético do cafeeiro, diferentes
espécies do género Coffea tém sido utilizadas para o desenvolvimento de cultivares
de café com caracteristicas de interesse (DIAS et al., 2007). O desenvolvimento de
cultivares com tolerancia ao frio tem sido de grande interesse, uma vez que as
geadas podem comprometer a viabilidade econdémica da cultura (ANDROCIOLI-
FILHO et al., 1986).
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2.2 CULTURA DO CAFE NO BRASIL

Dentro do género Coffea existe mais de 90 espécies, destas,
somente Coffea arabica L. e Coffea canephora Pierre ex a. Froehner tém
importancia econdmica, sendo que o primeiro representa mais de 60% do café
comercializado no mundo (CONAB, 2017). O grdo do café da origem a mais
importante “commodity” agricola, movimentando anualmente cerca de US$ 90
bilhdes, envolvendo 500 milhdes de pessoas, e, somente no Brasil, sua cadeia
produtiva ocupa mais de 20 milhdes de pessoas nas atividades de cultivo,
processamento pos-colheita, transporte e comercializagdo (AGRIANUAL, 2011).

O Brasil é atualmente o maior produtor mundial de café e o segundo
maior consumidor do produto. As estimativas de producao brasileira de café da safra
de 2016 indicam a producgao de 51,94 milhdes de sacas. O cultivo majoritariamente
esta presente nos estados de Minas gerais, Espirito santo, S&do Paulo, Bahia,
Rondénia, Parana e Goias, que correspondem a cerca de 98,65% da producéao
nacional. Outros estados produtores respondem por 1,35% da safra: Acre, Ceara,
Pernambuco, Mato Grosso do sul, Distrito Federal, Para, Mato grosso e Rio de
Janeiro (CONAB, 2017).

Estes resultados devem-se principalmente ao aumento de 67,6 mil
hectares da area em producdo, a incorporacdo de areas que se encontravam em
formagao e renovagao e as condi¢des climaticas mais favoraveis (CONAB, 2017).

Em fungédo dessa ocupagdo geografica e da decorrente diversidade
de climas e solos, o Brasil apresenta a vantajosa caracteristica de produzir varios
tipos de café, o que amplia em muito sua capacidade de atender as mais diferentes
exigéncias mundiais ndo s6 em quantidade, mas principalmente em qualidade, de
modo a atender as peculiaridades do mercado consumidor global (EMBRAPA,
2004).

2.2.1 Cultura do Café no Parana

A cultura do café foi introduzida no estado no inicio do século XX,
porém, até 1945 seu crescimento foi lento, devido a situacdo econdmica
internacional. Ao longo dos anos, a cafeicultura se estabeleceu no norte do estado e

avangou para o sul e oeste até os limites de risco climatico em que era possivel o
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cultivo econdmico. Obteve sua maior expansdo na década de 50, dadas as
condigdes favoraveis da economia mundial que devido ao desenvolvimento do “pds-
guerra”, praticava-se pregos internacionais elevados de produgdo (MORAIS et al.,
2005)

Na década de 50, o estado do Parana contava com 1,15 bilhdes de
pés e produziu aproximadamente 20,6 milhdes de sacas de café. Em 1961, a
cafeicultura paranaense atingiu seu auge, com uma produgédo de 21,4 milhdes de
sacas e uma populacado cafeeira de 1,28 bilhdes de pés. Nessa época, o Brasil
contava com 4,3 bilhées de pés de café (LIMA et al., 1989).

A regido norte do estado do Parana é a que apresenta o menor risco
de geada, que pode ocorrer entre maio e setembro, sendo junho e julho os meses
com maior frequéncia (CARVALHO et al., 2002). Em 1975, em decorréncia de uma
geada severissima, foram erradicados 211 milhdes de pés, fator preponderante na
reducao da area ocupada com café no estado. Além de ter reduzido drasticamente a
safra de 1976, a geada de 1975 danificou grande parte do parque cafeeiro ao nivel
de caule, necessitando uma poda drastica das plantas, o que motivou a substituicao
das lavouras de café por lavouras de soja e outras culturas anuais.

Apesar das geadas e outras dificuldades enfrentadas pelos
agricultores, o café ainda € uma importante fonte de renda para a economia do
estado, por sua participacdo na receita cambial, transferéncia de renda a outros
setores da economia e contribuicdo a formacédo de capital no setor agricola
(EMBRAPA, 2016).

2.3 TEMPERATURAS EXTREMAS PARA A CULTURA DO CAFE

Em regides com temperaturas médias anuais inferiores a 18°C, a
ocorréncia de geadas e ventos frios limitam a exploragdo econ6mica da cultura
(CAMARGO, 1985). Ja as temperaturas elevadas prejudicam o desempenho
vegetativo e reprodutivo do cafeeiro (CARAMORI et al., 2001). Temperaturas médias
acima de 30°C podem provocar amarelecimento e “escaldadura” na folhagem e
quando ocorrem na fase do florescimento, provocam o aparecimento de botdes mal
formados (“estrelinhas”) e abortamento dos botdes florais, principalmente em
condigbes de solo seco (CAMARGO, 1985; MATIELLO et al., 2002; DAMATTA,

2004). A qualidade dos frutos também é prejudicada em regides com temperaturas



18

médias acima de 23°C, pois os frutos amadurecem mais rapidamente, sem acumular
as caracteristicas desejaveis de qualidade (CAMARGO, 1985).

A cultura do café estda exposta a perdas por eventos climaticos
extremos. Os problemas enfrentados pela cafeicultura estdo relacionados
principalmente clima, com destaque para temperatura do ar, geadas, granizo,
excesso ou falta de precipitacdo pluvial e em menor escala, os ventos fortes, a
umidade relativa do ar e insolagcdo (MOREIRA, 2008).

A temperatura do ar constitui-se no elemento climatico mais
importante para a definicdo da aptidao climatica do cafeeiro (CAMARGO, 1986).
Temperaturas extremas, dependendo da sua intensidade e duragao prejudicam os
processos metabolicos celulares, crescimento e desenvolvimento das plantas, bem
como sua exploracdo econdmica (BARROS et al., 1997; SILVA et al., 2004).
Segundo CAMARGO e FRANCO (1985) a aptidao térmica é representada por faixas
de temperaturas médias, e sdo consideradas inaptas maior que 23°C e menor que
18°C, sendo o melhor desempenho do café em locais com temperatura média anual
entre 18°C e 22°C (DAMATTA, 2004; PEREIRA et al., 2008).

Temperaturas médias anuais superiores a 23°C podem reduzir ou
até paralisar o desenvolvimento fenoldgico do cafeeiro, inviabilizando o seu cultivo.
Quando associadas a seca na época do florescimento, podem ocasionar
abortamento de botdes florais e reduzir a frutificacdo. Além disso, podem causar
perdas de qualidade do café devido ao desenvolvimento e maturagao precoce dos
frutos, além de escaldaduras nas folhas, prejudicando a captagao de luz e producgéao
fotossintética (FRANCO, 1958; CAMARGO, 1985; THOMAZIELLO et al., 2000).

Por outro lado, regides com temperatura média anual inferior a 18°C
podem limitar a cultura do café, com influéncia direta no periodo de dorméncia das
gemas florais, retardando o desenvolvimento dos frutos e levando a perda de
produtividade, além de sintomas tipicos de crestamento foliar no periodo de inverno
(CAMARGO, 1985). Quando muito baixas, podem ocasionar geadas mais severas,
mesmo que esporadicas, causando a morte dos tecidos vegetais quando a
temperatura do limbo foliar for igual ou menor a -3,5°C (SEDIYAMA et al., 1999;
PINTO et al., 2000).
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2.4 OCORRENCIAS DE GEADAS NA CULTURA DO CAFE

No Brasil os fatores de formacdo de geadas ocorrem em trés
categorias: macro, meso e microclima (SENTELHAS et al., 2000). O macroclima
trata dos fendbmenos em escala regional ou geografica que dependem das nuances
climaticas impostas pelos fatores latitude, altitude, continentalidade e circulagéo
global da atmosfera. O mesoclima se refere aos fendmenos em escala local, em que
a topografia condiciona o clima pelas condigbes do relevo local. A exposi¢ao (N, S, E
ou W), a configuragao (vale, espigdo, meio encosta) e o grau de inclinacdo do
terreno determinam o clima local. E o microclima € aquele que condiciona o clima
em pequena escala. E funcdo do tipo de cobertura do solo (solo nu, gramado,
floresta, cultura rasteira, represa, etc.), que determina o balanc¢o local de energia
(CARAMORI et al., 2001).

Segundo CARAMORI et al. (2001), do ponto de vista microclimatico,
ao nivel de uma propriedade, as areas em que a ocorréncia de geada é menos
frequente e sdo menos intensas apresentam as seguintes caracteristicas
topoclimaticas: encostas elevadas, com declividade superior a 2%; espigdes de
configuragdo convexa com boas condi¢gdes de escoamento do ar frio; face protegida
do vento frio de inverno. Regides que apresentam maior incidéncia de geada
apresentam as seguintes caracteristicas: baixadas e encostas baixas; espigoes
extensos e planos; terrenos de configuragdo céncava com pequeno declive; bacias
com gargantas estreitas e longas, abaixo do cafezal; terrenos com exposi¢cao
sudoeste, sul e sudeste, que sdo assolados pelos ventos resultantes das entradas
de frentes frias.

Em escala global, algumas regides sofrem sérios danos por geadas
na agricultura, como é o caso do sul do Brasil. Culturas de climas tropicais e
subtropicais como o café sdo mais afetadas, pois apresentam pouca tolerancia a
baixas temperaturas (MASSOQUIM, 2010).

As geadas no Parana ocorrem em fungcdo do deslocamento de
massas de ar polar que alteram o balangco regional de energia, propiciando
condigdes para queda de temperatura até o ponto de congelamento interno das
plantas (abaixo de 0°C, registrado proximo ao solo), a morte das plantas de café
ocorre quando a temperatura do limbo foliar for igual ou menor que -3,5°C (FERRAZ,

1968; PINTO et al., 2000). Este processo se torna bastante frequente no inverno, o
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que leva a ocorréncia de geadas inclusive no noroeste do estado, com
consequéncias desastrosas para a agricultura paranaense (GRODZKI et al.,1996;
CARAMORI; MORAIS, 1999).

2.4 1 Estratégias de Combate a Geada

2.4.1.1 Zoneamento agroclimatico

Muitas sdo as variaveis que determinam regides propicias ao
desenvolvimento de certas culturas, sendo que quando as condi¢coes de ambiente e
de solo sao favoraveis, podem proporcionar maior produtividade e rentabilidade
(OMETTO, 1981). Para a realizagdo do zoneamento de riscos climaticos s&o
analisadas as varidveis planta-solo-clima, ajustando fung¢des matematicas
probabilisticas com o objetivo de quantificar o risco de perda das lavouras devido a
ocorréncia dos eventos climaticos diversos, tais como geadas, estiagens e excessos
de precipitacao (BRASIL, 2006).

O zoneamento agricola € uma ferramenta de suporte com
fundamental importancia para o planejamento na agricultura, sendo considerado
como principal instrumento para a tomada de decisdes no que se refere as variaveis
que influenciam direta e indiretamente a produtividade agricola, pois exige
informacbes climaticas baseadas, principalmente, na ocorréncia de chuvas, na
temperatura e nas exigéncias climaticas das culturas agricolas (CAMARGO et al.,
1974; SANTOS, 1999).

Segundo Camargo (1977), nos trabalhos desenvolvidos de
zoneamento agrometeorolégico da cultura do café no Brasil até entdo, foram
considerados aspectos macroclimaticos e a analise dos fatores térmico e hidrico. O
autor definiu faixas térmicas foram para o cultivo do café arabica, indicando areas
inaptas com temperaturas médias anuais superiores a 23°C e inferiores a 17°C,
areas marginais com temperaturas de 17 a 18°C e 22 a 23°C e areas aptas com
temperaturas médias anuais de 18 a 22°C.

No estado do Parana o zoneamento agroclimatico atual da cultura
do café arabica foi realizado com base nos riscos de geadas, que € o unico fator
climatico limitante. As areas com frequéncia de geadas inferiores a 25% (1 a cada 4
anos) foram consideradas aptas ao cultivo, representando o norte do Parana e

englobando municipios onde tradicionalmente se cultivou o café (CARAMORI et al,
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2001).

2.4.1.2 Alerta geada

As geadas que ocorrem nas regides cafeeiras do sul e sudeste do
Brasil causam perdas frequentes aos cafeicultores. A frequéncia esperada de
geadas severas nestas regides € de 1 a cada 5 a 8 anos, dependendo das
condicoes locais (CARAMORI et al., 2000).

O Alerta Geada é um servico realizado pelo IAPAR e pelo Sistema
Meteorolégico do Parana (SIMEPAR), em parceira com o Instituto Paranaense de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER), desde 1995. E um sistema cujo
objetivo é alertar os cafeicultores, com antecedéncia de 48 e 24 horas, para a
ocorréncia de geada na regido cafeeira (CARAMORI et al., 2001).

O programa Alerta Geadas é direcionado para as regides cafeeiras
do Parana, compreendendo o norte e parte do oeste e centro do estado. Baseado na
disponibilidade de informacgdes oriundas de quatro agdes: desenvolvimento e
adaptacdo de métodos de protegcdo das lavouras, treinamento de técnicos e
produtores, previsdo de geadas e rapida difusdo das informagdes (CARAMORI et al.,
2001). A geracdo de informacbes torna possivel a utilizagdo da previséo

meteorologica na tomada de decisdes no setor agricola.

2.5 ASPECTOS FISIOLOGICOS DO CAFEEIRO SOB BAIXAS TEMPERATURAS

Baixas temperaturas interferem de diversas maneiras nos processos
fisiologicos das plantas e dependendo da sua intensidade e duragao prejudicam os
processos metabdlicos, como fotossintese, crescimento e sobrevivéncia de plantas,
comprometendo de maneira drastica sua exploragdo econémica (SUZUKI et al.,
2008).

Dentro do género Coffea spp., as espécies Coffea arabica, Coffea
canephora e Coffea dewevrei, que representam mais de 99% da produgdo mundial
de café s&o sensiveis ao frio (RAMALHO et al., 2003).

O cafeeiro exibe diversidade de mecanismos de aclimatagao para
evitar e suportar essas restricbes, desenvolvido dentro dos limites genéticos. A

eficacia desses mecanismos determinara a capacidade em como lidar com tais
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condigdes ambientais, assim, definindo limites de distribuicido das espécies e
gendtipos (SILVA et al., 2004).

Alguns estudos indicaram menor sensibilidade ao frio em Coffea
arabica do que Coffea canephora. Este ultimo é menos capaz de aclimatar-se, pois
apresenta uma diminuicdo acentuada da fotossintese liquida, abertura estomatica e
rendimento fotossintético quando comparado com Coffea arabica cv. Catuai
(DAMATTA et al., 2004; RAMALHO et al., 2003).

Os mecanismos de adaptagéo ao frio agem por meio da alteragao na
atividade bioquimica das células, como aumento da capacidade de dissipacdo do
excesso de energia, reforgo na produgcao de enzimas antioxidantes e outros que Ihe
conferem uma maior tolerancia as baixas temperaturas e uma melhor recuperagao
apods o fim de um periodo de estresse, com intensidades distintas entre espécies do
género Coffea spp. (FORTUNATO et al., 2010).

Em plantas sensiveis ao frio, a respiracao é fortemente afetada
de tolerancia a baixas temperaturas baseia-se na manuteng¢ao do equilibrio em uma
rede complexa de mecanismos que permitem as plantas regularem o metabolismo
fotossintético (KARPINSKI et al., 2002), simultaneamente com o disparo de outros
mecanismos de reparacdo e protecdo celular, principalmente mecanismos
antioxidantes (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Além disso, o estresse oxidativo ocorre quando as plantas
permanecem sob condicbes ambientais adversas (seca, alta irradiancia,
temperaturas extremas e deficiéncia nutricional), devido as mudangas no equilibrio
na captura de energia luminosa e no seu uso (FORTUNATO et. al., 2010). Isso
poderia ser explicado por uma diminuicdo na condutancia estomatica, que limita o
acesso de CO; para os sitios de carboxilacdo, ocasionando uma diminui¢cao global
na taxa de reagdes quimicas, deficiéncias especificas da cadeia de transporte de
elétrons e principais enzimas metabdlicas como a rubisco. Estas formas altamente
reativas sdo chamadas espécies reativas de oxigénio (ROS) e sao responsaveis por

estresse oxidativo celular, provocando danos extensos nas células (PERL, 2002).
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2.5.1 Potencial Hidrico da Planta

Baixas temperaturas influenciam no processo de funcionamento dos
estdOmatos, pois esta relacionado principalmente com a intensidade de absorcéo de
luz e o estado hidrico da folha. Dessa forma, a abertura e fechamento dos estématos
e a area foliar influenciam a produtividade do vegetal. O primeiro fator porque
controla a absor¢cdo de CO2 e o segundo porque determina a interceptagao de luz
(COSTA; MARENCO, 2007).

Variagdes no potencial hidrico podem afetar a assimilagdo do
carbono da planta, por isso o potencial de agua da folha € um indicativo do seu
estado energético, cujos gradientes explicam os fluxos da agua no sistema solo-
planta-atmosfera (BERGONCI et al., 2000). Se a planta perde agua a uma taxa
superior a sua capacidade de absorcdo e transporte, o potencial hidrico da folha
diminui, levando ao fechamento dos estdmatos e reducao da fotossintese.

Em geral, durantes as horas mais quentes do dia, a condutancia
estomatica diminui a ponto de evitar que o potencial hidrico da folha reduza a niveis
considerados criticos para a estabilidade do sistema de transporte de agua, sendo
este nivel depende dos fatores genéticos e ambientais. Mas, o fechamento
estomatico pode ser induzido por outros fatores sem que haja redugao do potencial
hidrico foliar (OREN et al., 1999). Para o cafeeiro, entretanto, uma pequena redugao
na disponibilidade hidrica pode comprometer substancialmente o crescimento e
consequentemente a produgao do café (SILVA et al., 2003; DAMATTA et al., 2002).

Para a maioria das espécies, o potencial hidrico foliar acompanha as
variagdes diurnas da demanda evaporativa da atmosfera, atingindo um valor maximo
logo antes do nascer do sol, pois, as plantas encontram-se com a maxima
turgescéncia possivel para uma dada condi¢do hidrica no solo. Dessa forma, o
potencial hidrico de antemanha tem sido considerado um indicativo do estado
hidrico das plantas, bem como da quantidade de agua disponivel no solo
(LARCHER, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009).

2.5.2 Fotossintese

A fotossintese € a fonte primaria dos carboidratos utilizados no
crescimento e na manutencdo das plantas (RIBEIRO; MACHADO, 2007). A

temperatura, como um dos fatores ambientais mais variaveis, tem papel decisivo no
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desenvolvimento do cafeeiro, sendo capaz de suprimir a fotossintese em condi¢des
extremas (RAMOS, 2009; BUENO et al., 2011).

Tanto temperaturas elevadas quanto baixas afetam os processos
fotossintéticos, pois estido relacionadas diretamente com as reacdes bioquimicas da
fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2004). Sob exposicdo a temperaturas na faixa de
resfriamento (0-12°C) ou de congelamento (menor que 0°C) os efeitos nas fungdes
metabdlicas sdo diversos, sendo a fotossintese uma das primeiras a serem afetadas.

Espécies sensiveis a temperatura de resfriamento sdo altamente
susceptiveis aos danos fotoquimicos (fotoinibigdo), se expostas a alta irradiancia sob
baixas temperaturas. Por outro lado, espécies tolerantes ao resfriamento sao
aparentemente menos susceptiveis. Entretanto, a temperatura antecedente a qual a
planta foi exposta afetard& a sensibilidade a temperatura de resfriamento
subsequente, sendo que o crescimento e desenvolvimento da planta sob baixa
temperatura conferem maior tolerancia a fotoinibicdo sob tais condi¢des (BOESE;
HUNER, 1992).

Em cafeeiros os valores maximos de taxas fotossintéticas
registrados giram em torno de 7 a 12 pmol de CO, m?s™ (RENA et al., 1994). Pouco
se sabe sobre os mecanismos que explicariam as magnitudes das taxas
fotossintéticas do cafeeiro, mas, aparentemente, uma alta resisténcia a difusdo do
CO,, desde a atmosfera até os sitios de carboxilacdo poderia ter papel
preponderante (DAMATTA et al., 2001).

Em exposicdo as baixas temperaturas, o cafeeiro apresenta uma
reducdo na taxa fotossintética, o que pode ser atribuido as redugdes na condutancia
estomatica, degradagdo de pigmentos do complexo coletor e perda de eficiéncia
fotoquimica, aumento dos danos e reducao de reparacdo em nivel de fotossistema |
(PSI) e fotossistema Il (PSIl), restricbes no transporte de elétrons, na atividade
enzimatica e metabolismo dos carboidratos e aumento de permeabilidade da
membrana do cloroplasto (PARTELLI et al., 2010). Entretanto, fortes decréscimos
nas taxas fotossintéticas ocorrem principalmente em virtude da reducao da eficiéncia

de carboxilagdo, como foi relatado por Bauer et al. (1985) em Coffea arabica.
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2.5.3 Fluorescéncia

A avaliagdo da fluorescéncia da clorofila permite verificar a atividade
do transporte de elétrons da fase fotoquimica da folha, fornecendo uma analise
detalhada da inibicdo da fotossintese (TORRES NETTO, 2005). E, portanto, uma
ferramenta ndo invasiva e permite a extrapolacdo dos resultados as condicdes
naturais, fornecendo informacgdes sobre o funcionamento do aparelho fotossintético
das plantas submetidas as condigdes extremas induzidas por estresse (OLIVEIRA et
al., 2002).

Avaliando o estado do PSII e permitindo identificar o funcionamento
das membranas dos tilacoides dos cloroplastos, regido onde estdo situadas as
proteinas especificas no processo de captacdo de luz, e que provocam mudangas
nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia (RIBEIRO et al., 2003; BACKER,;
ROSENQVST, 2004).

As principais variaveis observadas nas medi¢cées da fluorescéncia
da clorofila a s&o: fluorescéncia inicial, basal ou minima (fp), fluorescéncia maxima
(fm), fluorescéncia variavel (fv) e eficiéncia ou rendimento quantico maximo do PSII
(fv/fm). A fluorescéncia inicial, basal ou minima (fy) € determinada quando todos os
centros de reacdo estdo abertos, a fluorescéncia maxima (fm), quando todos os
centros de reagao estdo fechados, a fluorescéncia variavel (fv), € determinada pelo
estado do centro de reagao (aberto ou fechado), e a eficiéncia ou rendimento
quéantico maximo do PSII (fv/fm) por sua vez € uma medida da eficiéncia maxima do
PSIl, ou seja, a eficiéncia quantica de todos os centros do PSII quando estao
abertos. Este valor reflete a eficiéncia quantica potencial do PSIl e é usado como
indicador sensivel da performance fotossintética da planta, podendo variar numa
faixa de 0,75 a 0,90 em plantas sob condigbes ambientais 6timas (STRASSER et al.,
2004).

A diminuicdo da relacdo Fv/Fm é um excelente indicador de efeito
fotoinibitério quando as plantas estdo submetidas a qualquer tipo de estresse,
podendo representar tanto uma regulagao fotoprotetora reversivel ou uma inativagao
irreversivel do PSIl. (BJORKMAN; POWLES, 1984; BJORKMAN; DEMMIG, 1987).

Sob condi¢des de estresse, a habilidade das plantas em manter
elevadas razdes Fv/Fm pode ser um indicativo de eficiéncia no uso da radiagao solar

pela etapa fotoquimica e, consequentemente, a assimilacdo de carbono. Assim,
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como uma resposta relativamente rapida de Fv/Fm aos estresses moderados podem
ser um trago importante na sele¢cao de variedades, esta variavel pode ser utilizada
como ferramenta para diagnosticar a integridade do aparato fotossintético frente as
condicoes desfavoraveis (SILVA et al., 2007).

Pesquisando estresse por baixas temperaturas em mudas de Coffea
arabica cv Catuai amarelo, Oliveira et al. (2002) encontraram redugdes na relagao
fv/fm em mudas de Coffea arabica cv. Catuai amarelo com reducado da temperatura
(10°C £ 3°C). Consideraram ainda que, apesar da primeira consequéncia, em
algumas situagdes, ser a redugao nos valores da relagao Fv/Fm, o dano causado por
baixa temperatura nédo é restrito ao aparelho fotossintético. Um aspecto relevante
sobre o efeito por baixas temperaturas sobre a atividade fotossintética € a alteragao
fisica das membranas, a qual esta distribuida e organizada no cloroplasto, apoiando

o transporte de elétrons.
2.5.4 Ruptura Celular e Condutividade Elétrica da Planta

A condutividade elétrica € um método de avaliagao eficiente e rapido,
que determina a intensidade dos danos causados as membranas celulares
resultantes da exposicdo a um determinado tipo de estresse. E classificado como um
teste bioquimico, o qual consiste na técnica de quantificacdo dos eletrélitos liberados
pela folha na agua de embebicédo, sendo essa quantidade proporcional ao grau de
desorganizagdo da membrana plasmatica (MARCOS FILHO, 2005). Desse modo,
baixos valores de condutividade elétrica correspondem a menor liberacdo de
exsudatos e indicam alto potencial fisiologico (SIMON; HARUN, 1972).

Os trabalhos que utilizam o teste de condutividade elétrica para
avaliar a tolerancia das plantas as temperaturas negativas descrevem metodologias
especificas para cada espécie. Assim, este teste tem sido utilizado por alguns
autores com sucesso, como os exemplos descritos a seguir.

Silva et al. (2009) avaliaram a tolerancia ao frio e ao congelamento
em trés hibridos de Eucaliptus mediante a medigdo da condutividade elétrica para
avaliar danos foliares. Jacobson et al. (2007) também utilizaram a condutividade
elétrica para avaliar a tolerancia ao frio em cultivares de quinoa (Chenopodium

quinoa Willd.), oriundas de diferentes condigdes agroecolégicas do sul do Peru.
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Rollins et al. (1962) e Moshtaghi et al. (2009) ao realizar testes da
condutividade elétrica em galhos lesionados de maca e em folhas de oliveira
respectivamente, também obtiveram bons resultados para expressar o grau de

danos por baixas temperaturas.

2.5.5 Teor de Proteinas e Atividade Enzimatica

A formacdo de gelo nos tecidos foliares normalmente ocorre em
temperaturas abaixo de -3°C ou -4°C, no entanto, quanto menor for a adaptagao da
planta as temperaturas negativas, mais severo sera o prejuizo (SANGHERA et al.,
2011).

As plantas desenvolveram uma variedade de respostas as
temperaturas extremas que minimizam os danos e promovem a manutencdo do
equilibrio celular (KOTAK et al., 2007). Quando expostas as baixas temperaturas as
plantas tendem a usar sistemas antioxidantes enzimaticos para lidar com os efeitos
nocivos (ALMESELMANI et al., 2006).

Muitos trabalhos tém explorado a relacio existente entre a tolerancia
ao estresse de plantas sob baixas temperaturas com atividades enzimaticas dos
sistemas antioxidantes nos tecidos vegetais, e tém revelado que o reforco dessa
defesa confere melhor tolerdncia ao estresse oxidativo (HUANG et al., 2005;
ALMESELMANI et al., 2006; SUZUKI et al., 2006).

Segundo Marur et al. (1994) tecidos vegetais quando submetidos a
algum tipo de estresse mostram diversas alteragdes das vias metabdlicas, podendo
estas ocorrer em um destes trés niveis: 1) perturbacbes das vias metabdlicas
levando a um acumulo ou perdas de metabdlicos; 2) alteragbes das atividades
enzimaticas; 3) alteragcbes dos padrbes proteicos.

Temperaturas elevadas podem direta ou indiretamente injuriar
proteinas vegetais, pela inativagdo de enzimas, por alteragdes na conformacdo de
peptideos ou por desestruturagdo de complexos em membrana. Uma das funcdes
das proteinas de choque térmico esta relacionada a prevencao da desnaturacao de
proteinas durante a desidratacao celular (FERGUSON et al., 1990; NEPOMUCENO
et al., 2002).

De maneira similar aos processos desencadeados por estresse com

temperaturas altas, as baixas também podem produzir alteracbes no metabolismo
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protéico (GIMALOQOV et al., 1996). As proteinas desempenham um papel fundamental
na modulacado da resposta da planta ao estresse. O aumento na sintese de certas
proteinas em plantulas submetidas a baixas temperaturas em cultivares de feijoeiro
tolerantes ao frio foi observado por Zaiter et al. (1994).

Para tolerar o estresse por baixas temperaturas, algumas plantas
acumulam carboidratos e proteinas que firmam as membranas celulares durante a
desidratacdo induzida por temperaturas baixas. Plantas de trigo e outros cereais de
inverno por exemplo, acumulam sacarose e outros agucares soluveis nas células
sob baixas temperaturas, inibindo a formacgédo de cristais de gelo (TAIZ; ZEIGER
2004).

Segundo Hurry et al. (1995) o acumulo de agucares soluveis
representaria um mecanismo de adaptacado das plantas ao frio, elevando a sintese
de compostos com importantes fungdes associadas a manutengcdo do metabolismo
basal durante o resfriamento. Do ponto de vista fisiolégico, agucares como frutanos
parecem estar associados a prote¢cao das plantas contra o frio e a seca, por atuarem
na regulagdo osmatica da célula (VAN DEN ENDE et al. 2002). As adaptagdes das
plantas ao resfriamento podem estar associadas a manutencdo da estrutura da
membrana plasmatica, ja que esta organela pode ser prejudicada caso essa

adaptacdo nao ocorra (Taiz & Zeiger 2004).

2.6 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS UTILIZADOS NO EXPERIMENTO
2.6.1 Mundo Novo IAC 376-4

Originou-se do cruzamento natural entre as variedades ‘Sumatra’ e
‘Bourbon vermelho’. Possui boa adaptacdo as regides altas, apresenta elevada
rusticidade, vigor e produtividade. As plantas possuem porte alto e caule fino, o que
favorece o arqueamento natural, estimulando o aparecimento de ramos ladroes e
exigindo, portanto, maiores cuidados com a desbrota. E susceptivel & ferrugem-do-
cafeeiro e apresenta maturagédo precoce e uniforme. Ha linhagens de ‘mundo novo’

que produzem frutos maiores (IAC, 2016).



29

2.6.2 Catuai Vermelho

Originou-se a partir do cruzamento artificial entre as cultivares de
Coffea arabica caturra amarelo IAC 7476 11 e mundo novo IAC 374 19, em
Campinas, em 1949. As plantas apresentam bom vigor e porte baixo, o que
proporciona alta capacidade produtiva e facilita o manejo da lavoura. Possui
arquitetura cilindrica e compacta e, devido a isso, torna-se mais protegida de ventos
frios e o calor, sendo mais resistentes a periodos de estiagem. Porém, apresenta a
floracdo e maturacdo dos frutos tardia e desuniforme devido a dificuldade de
penetracdo de luz e calor (MATIELLO et al., 2009).

2.6.3 Genotipos h147 1-13; h0104-11-1; h0105-4-10; h0108-17-3; h0113-11-7

Sao gendtipos de café arabicos portadores dos genes de Coffea
racemosa e Coffea liberica em processo de melhoramento. O Coffea liberica é
relatado como menos suscetivel a baixas temperaturas, como observado por Serra
(1994) e Triller et al. (2001). Assim como Coffea racemosa, que apresenta
variabilidade genética para resisténcia a seca, baixas temperaturas e bicho mineiro
(PETEK et al., 2005).

2.6.4 Coffea Racemosa

A espécie Coffea racemosa teve origem na Africa Oriental, é conhecida
por "café-racemosa". Apresenta-se como uma arvore de pequeno porte, com folhas
ovado-lanceoladas e flores axilares solitarias, sendo as sementes pequenas e
desiguais. Caracteristicas exploradas em programas de melhoramento genético de
cafeeiros, que visa além do desenvolvimento de cultivares produtivas e resistentes a
doencgas, mas também na obtencéo de variedades resistentes a insetos e tolerantes
a condigdes de temperaturas extremas como secas e geadas. Vem sendo utilizada
como importante fonte de variabilidade genética nestes programas, pois apresenta
menor suscetibilidade a geada, como relatado por Soderholm e Gaskins (1981);
Fazuoli et al. (1984); Bauer et al. (1990) e Bertrand et al. (2000).
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2.6.5 Cultivares IPR 105 e IPR 100

Originarias do programa de melhoramento do IAPAR, a IPR 100 tem
origem do cruzamento entre as cultivares Villa Sarchi e hibrido do timor CIFC 832/2.
Apresenta boa produtividade, porte baixo, resisténcia a nematoides e € bem
adaptada as regides quentes e solos de baixa fertilidade. A IPR 105 apresenta
caracteristicas das cultivares “Catuai”, como cor e tamanho dos frutos, arquitetura
média compacta com ramificacdo abundante. Apresenta resisténcia moderada a

doengas no campo e suscetibilidade a fatores edafoclimaticos.
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ROSISCA, Juliandra Rodrigues. Tolerancia de genotipos de café a baixas
temperaturas. 2017. 57. Dissertagdo de Mestrado — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O cafeeiro é uma planta muito sensivel as temperaturas extremas, principalmente
durante os estagios iniciais de sua formagéo, sendo a geada um dos fatores mais
limitantes da cultura. As geadas provocam danos nos cafeeiros que podem variar de
acordo com intensidade, tempo de exposi¢cao, idade, status nutricional da planta e
gendtipos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a tolerancia a temperaturas negativas
em diferentes gendotipos de café em ambiente controlado. O estudo foi realizado no
campo experimental do Instituto Agronémico do Parana (IAPAR), em Londrina.
Foram avaliados dez gendtipos de cafeeiros com sete meses de idade, provenientes
de cruzamentos entre portadores dos genes da espécie Coffea arabica com Coffea.
racemosa e Coffea liberica, além das cultivares Mundo Novo e Catuai e da espécie
C. racemosa. As avaliacdes foram feitas pelo critério visual pos teste e por métodos
quantitativos, por meio da medigdo antes e apds a exposi¢cao as temperaturas
minimas de -2°C, -3°C, -4°C e -5°C de fotossintese, razdo entre a fluorescéncia
variavel e fluorescéncia maxima do fotossistema Il (Fv/Fm), condutividade elétrica de
solugdo embebida com discos de folha e analise de proteina. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial, sendo 5 niveis de
temperaturas e 10 gendtipos, com 4 repeticdes. Os dados foram submetidos a
analise de variancia. As médias dos dados foram comparados pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. Os resultados das diferentes avaliagbes foram
consistentes, fornecendo critérios seguros para a avaliagdo dos gendétipos tolerantes
ao frio. Os danos foram detectados visualmente a partir de -3°C, com tolerancia
observada somente para a espécie C. racemosa. Nao foram identificadas fontes de
tolerancia ao frio nos genotipos de cruzamentos entre C. arabica com C. racemosa e
C. liberica. Temperaturas minimas entre -3 e -4°C sdo as mais adequadas para
testar tolerancia ao frio em gendtipos de café.

Palavras-chave: Coffea, geada, tolerdncia ao frio, avaliagdo visual, analises
fisiologicas
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ROSISCA, Juliandra Rogues. Tolerancia de genétipos de café a baixas
temperaturas. 2017. 57. Dissertagdo de Mestrado — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

IDENTIFICATION OF COFFEE GENOTYPES TOLERANTS TO LOW
TEMPERATURES

The coffee plant is very sensitive to extreme temperatures, especially during the early
stages of its formation. Frost is one of the most limiting factors of the crop. Frosts
cause damage to coffee trees that vary according to intensity, plant age, nutritional
status, and duration of exposure. The objective of this work was to identify the
tolerance to negative temperatures of selected genotypes of coffee in a controlled
environment. The study was carried out in the experimental field of the Agronomic
Institute of Parana (IAPAR), in Londrina. Ten genotypes of seven - month - old coffee
trees from crosses between Coffea arabica and Coffea racemosa and Coffea liberica
genes, as well as the cultivars Mundo Novo and Catuai and Coffea racemosa were
evaluated. The evaluations consisted on post-test visual criterion, and quantitative
methods, by means of the measurement before and after exposure to temperatures
of -2°C, -3°C, -4°C and -5°C of photosynthesis, the ratio between the variable
fluorescence and maximum fluorescence of photosystem Il (Fv/Fm), electrical
conductivity of solution soaked with leaf disks, and protein analysis. The experimental
design was a completely randomized in a factorial scheme built with 5 temperature
levels and 10 genotypes, with 4 replicates. Data were submitted to analysis of
variance. The means were compared by the Scott-Knott test at 5% probability. The
results of the different evaluations were consistent, providing reliable criteria for the
evaluation of cold tolerant genotypes. Damage was detected visually from -3°C, with
tolerance observed only for C. racemosa species. No sources of cold tolerance were
identified in the genotypes of crosses between C. arabica and C. racemosa and C.
liberica. Minimum temperatures between -3°C and -4°C are the most suitable for
testing cold tolerance in coffee genotypes.

Key words: Coffea, frost, cold tolerance, visual evaluation, physiological analyses.
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3.1 INTRODUCAO

O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café e o
segundo maior consumidor do produto. Devido a sua importancia para a economia
brasileira, o uso de tecnologias adequadas para produgédo da cultura é de grande
interesse dos setores publico e privado.

As condi¢des climaticas favorecem o cultivo do café em grande parte
do pais. Dentre os fatores abidticos que exercem maior influéncia na fisiologia do
cafeeiro, destaca-se a temperatura. O café € particularmente sensivel a
temperaturas extremas, principalmente durante os estagios iniciais de sua formagao.

Baixas temperaturas provocam danos nos cafeeiros que variam de
acordo com intensidade, idade da planta, status nutricional e o tempo de exposicéo.
Além disso, componentes do sistema fotossintético sao afetados quando a planta é
exposta a baixas temperaturas.

Os danos celulares nas plantas sao causados pelo congelamento do
liquido presente nos espacos intracelulares, com ruptura de membranas por
compressao e extravasamento irreversivel do citoplasma.

Diversos testes podem ser utilizados na avaliagdo da tolerancia as
baixas temperaturas em diversas espécies vegetais, principalmente associando
métodos que avaliam diferentes respostas fisioldgicas das plantas.

Assim, muitos trabalhos tém explorado a relagao existente entre a
tolerancia ao estresse de plantas sob baixas temperaturas com atividades
enzimaticas dos sistemas antioxidantes nos tecidos vegetais, e tém revelado que o
reforco dessa defesa antioxidante confere melhor tolerancia ao estresse oxidativo.

A tolerancia ao frio pode ser uma caracteristica genética, em que as
plantas desenvolveram mecanismos com a finalidade de sobrevivéncia em
ambientes de estresses abidticos, como o de baixas temperaturas.

As cultivares da espécie Coffea arabica plantadas no sul do brasil
apresentam baixa variabilidade genética para tolerancia ao frio, devido a sua origem
nas regides tropicais da Africa. Entretanto, dentro do género Coffea existe
variabilidade genética para toleréncia ao frio, sendo espécies como Coffea liberica
Var. Dewevrei e o Coffea racemosa referidas como muito promissoras.

O Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) possui cruzamentos

avancados dessas espécies com cultivares de Coffea arabica, que estdo em fase de
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selecao em condigbes de campo. Ha possibilidade de que genes para tolerancia ao
frio estejam incorporadas nessas linhagens em selegcdo. Assim, os objetivos deste
trabalho foram avaliar as respostas foliares provocados por temperaturas negativas,
avaliar alteragcbes fisioldgicas e bioquimicas decorrentes da exposicdo as
temperaturas negativas e determinar a temperatura minima letal para os diferentes

genotipos avaliados.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Localizagao e Instalagao do experimento

O experimento foi conduzido no campo experimental do Instituto
Agronémico do Parana - IAPAR em Londrina, PR (23°23’'S; 51°11°'W, 585 m de
altitude). O clima da regiao € do tipo Cfa, descrito como clima subtropical umido com
verdao quente, segundo a classificagdo de Koppen. A temperatura média anual é de
21,1°C, a média do més mais quente é 23,9°C (janeiro e fevereiro) e a média do més
mais frio € 16,9°C (junho). A precipitacdo média anual € de 1626 mm (IAPAR, 2016).
O solo ¢é Latossolo Vermelho Eutroférrico (EMBRAPA, 1999).

3.2.2 Produgao das mudas

As mudas foram produzidas em viveiro acondicionadas em tubetes,
utilizando como cobertura tela de sombreamento com atenuacdo de 50% da luz
incidente. Ao atingirem sete meses de idade, as mudas foram transplantadas para
copos plasticos com capacidade de 700 mL, para completar seu desenvolvimento,

quando foram submetidas aos tratamentos por baixas temperaturas. (Figura 1).
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Figura 1. Produgdo das mudas de café em viveiro protegidas por tela de
sombreamento (Rosisca, 2014).

3.2.3 Gendtipos

Foram avaliados dez gendtipos de cafeeiros de 7 meses de idade,
sendo quatro genotipos de Coffea arabica portadores de genes de Coffea racemosa
(HO104-11-1, HO105-4-10, HO0108-17-3, HO0113-11-7); trés gendtipos de Coffea
arabica portadores de genes de Coffea liberica (H147/1; IPR 100; IPR 105); Coffea
racemosa; ‘Catuai Vermelho IAC 81’ e ‘Mundo Novo IAC 376-4'.

O gendtipo “H147/1” € um hibrido F1 do cruzamento “34/13 - S353
4/5” x “110/5 — S4 Agaro”, sendo “34/13 - S353 4/5” um hibrido tetraploide entre
Coffea arabica e Coffea liberica. Os gendtipos ‘IPR 100’ e ‘IPR 105’ sdo cultivares de
café derivadas de “Catuai” x (“Catuai” x “BA10”), sendo “BA10” um cafeeiro arabico
portador de genes de Coffea liberica.

Os quatro gendtipos de Coffea arabica portadores de genes de
Coffea racemosa sdo progénies F2RC5, derivadas de retrocruzamentos de
diferentes gendtipos de café ardbica com uma planta F2 derivada da
progénieF1RC2 denominada C1195-5-6-2 ¢.950 Ep209 no Instituto Agrondmico de
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Campinas (IAC). Esse gendtipo foi obtido no IAC a partir da identificagdo de um
hibrido F1 natural (C1195-5) entre Coffea arabica cv. Blue Mountain e Coffea
racemosa (C1195).

O hibrido C1195-5 foi retrocruzado, naturalmente, duas vezes com
Coffea arabica originando as progénies F1IRC2 denominadas C1195-5-6-1 e C1195-
5-6-2 (MEDINAFILHO et al., 1977), as quais foram utilizadas nos programas de
melhoramento do Brasil visando transferir a resisténcia ao bicho-mineiro (Leucoptera
coffeella) para cultivares de café arabica por meio de retrocruzamentos.

No IAPAR, uma planta F2 (IAPAR 81185) do gendtipo F1RC2
(C1195-5-6-2 ¢.950 Ep209) foi identificada como sendo tolerante as baixas
temperaturas (SERA, 2015 comunicagdo pessoal) e efetuados varios
retrocruzamentos de diferentes cultivares, visando transferir tolerancia ao frio, bem

como tolerancia a seca e resisténcia ao bicho-mineiro (Tabela 1).

Tabela 1 — Gendtipos de café arabica e portadores de genes de Coffea racemosa e
Coffea liberica avaliados para baixas temperaturas.

Genotipos Descrigdo e Origem "
H0104-11-1 Linhagem F; de ‘Catuai IAC 81’ x [Tupi’ x (C1195-5-6-2 x ‘Tupi’)]
H0105-4-10 Linhagem F; de ‘Acaiad’ x [‘Tupi’ x (C1195-5-6-2 x ‘Tupi’)]
H0108-17-3 Linhagem F3 de ‘IPR 108’ x ['Tupi’ x (C1195-5-6-2 x ‘“Tupi’)]
H0113-11-7 Linhagem F3 de ‘IPR 104’ x ['Tupi’ x (C1195-5-6-2 x ‘“Tupi’)]
H147/1 Linhagem F, de 34/13 S353 4/5 x 110/5 S4 Agaro (diferenciador de

racas de ferrugem portador dos genes S2, Sy3, Su4 e Si5) @

IPR 100 Cultivar derivada de ‘Catuai IAC 81’ x (‘Catuai IAC 81’ x IAC 1110-8)®
IPR 105 Cultivar derivada de ‘Catuai IAC 81’ x (‘Catuai IAC 81’ x IAC 1110-8)®
Coffea racemosa Uma planta do banco de germoplasma do IAPAR
Mundo Novo IAC 376-4 Cultivar derivada de Sumatra x Bourbon Vermelho
Catuai Vermelho IAC 81 Cultivar derivada de Caturra Amarelo x Mundo Novo

" ©1195-5-6-2 ¢.950 Ep209 = planta F; do cruzamento [(Coffea arabica x C. racemosa C1195) x C. arabica] x C.
arabica; ‘Tupi’ = ‘Tupi IAC 1669-33’; ‘Catuai IAC 81’ = ‘Catuai Vermelho IAC 81’; ‘Acaid’ = ‘Acaia 474/4’.
@ Gendtipos de café arabica portadores de genes de Coffea liberica.

3.2.4 Avaliagdes

Para a simulacdo das temperaturas minimas, foi utilizado uma
camara de crescimento (referéncia comercial S.S. Cientific), localizada no
Laboratério de Simulagédo de Ambientes, do setor de Ecofisiologia do IAPAR. As
plantas foram acondicionadas na area util de teste da camara e submetidas as

seguintes temperaturas minimas: -2°C, -3°C, -4°C e -5°C. (Figura 2 e 3).
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Figura 2. Disposigdo das plantas na area util de teste da camara de crescimento

(Rosisca, 2014).
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Figura 3. Temperaturas obtidas na camara de crescimento (Referéncia comercial S.S.

Cientific). (Rosisca, 2017).
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A programacao da camara foi realizada de forma que reproduzisse
as condigdes naturais de queda de temperatura, baseando-se em uma situagao real
de geada. A luminosidade no interior da camara foi programada para simular um dia
de aproximadamente 12 horas. A irradiancia fotossintética foi programada para
atingir zero as 6 horas e 123 ymol.m?s™" as 6:30h, 429 pmol.m?.s™" as 10 horas, 573
pumol.m2.s™ as 12 horas e manter este valor até as 14 horas, decrescendo a partir
de entdo até atingir o valor zero por volta das 18 horas. As mudas foram submetidas
por um periodo de aclimatacdo de 24h, com temperatura minima de 5°C e 60% de
umidade relativa. Apds esse periodo, a temperatura foi reduzida linearmente até

atingir as temperaturas minimas.

3.2.4.1 Analise de Danos Visuais

Os danos visuais causados pelas temperaturas minimas foram
avaliados 24 horas e 15 dias apds a exposicdo as baixas temperaturas, utilizando
uma escala de notas de 1 a 5, na qual: 1 = auséncia de dano; 2 = dano leve (25% da
area foliar danificada); 3 = dano moderado (50% da area foliar danificada); 4 = dano
severo (75% da area foliar danificada) e 5 = morte (100% da area foliar danificada)
(MANETI FILHO; CARAMORI, 1986; CARAMORI et al., 2002).

3.2.4.2 Analise de Fotossintese

Foram realizadas avaliagdes de fotossintese medidas por meio de
um analisador de gas portatil IRGA, modelo comercial LC pro-SD, utilizando luz
artificial com radiacao fotossinteticamente ativa incidente na superficie foliar de 869
umol m?s™. As avaliacdes foram realizadas apos as plantas serem submetidas as

temperaturas negativas, no terceiro par de folhas desenvolvidas.

3.2.4.3 Analise de Fluorescéncia

Avaliou-se a eficiéncia do fotossistema Il por meio da razao entre a
fluorescéncia variavel e fluorescéncia maxima (Fv/Fm), utilizando um fluorbmetro
modelo comercial OS5p. A fluorescéncia inicial (Fo) foi obtida a uma saturagao

luminosa baixa (<0,1 pmol m?s™) e a fluorescéncia maxima foi determinada com um
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pulso de fétons saturante de 4. 000 ymol m?s™ durante 0,3 segundos ajustado para
frequéncia de 600 Hz. As avaliacbes foram realizadas apdés as plantas serem

submetidas as baixas temperaturas, no terceiro par de folhas desenvolvidas.

3.2.4.4 Analise de Condutividade Elétrica Foliar

Para a realizagdo do teste de condutividade elétrica extrairam-se
dois discos foliares de 1,2 cm? das plantas de café submetidas as temperaturas
negativas e testemunha que foram imersos em 30 ml de agua destilada. A leitura da
condutividade elétrica da solugdo, foi realizada em condutivimetro digital, em dois
momentos: logo apods a coleta dos discos e 24 horas apds, mantidos a 25°C. Os

dados foram expressos em pmhos cm™.

3.2.5 Analises Bioquimicas
3.2.5.1 Coleta e Armazenamento do Material Vegetal

Para a realizagao das analises bioquimicas foram retiradas amostras
foliares das quatro repeticbes de cada gendtipo apds a exposicdo as baixas
temperaturas, as quais foram armazenadas em saco de papel em freezer -80°C até

o momento das analises.

3.2.5.2 Procedimentos para obtengao do extrato bruto

Pesou-se 0,250 g de tecido foliar de cada amostra, o qual foi
macerado em 5 ml tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), PVP 4% (p/v),
previamente resfriado a 4 °C. Centrifugou-se por 10 min a 4°C em 7500 rpm, e 0
sobrenadante foi transferido para eppendorfs de 2 ml e mantidos em freezer -14°C

até o momento das analises.

3.2.5.3 Determinacgao do teor de proteina soluvel total

A concentracdo de proteina soluvel presente nos extratos foi
determinada em triplicata, utilizando-se o método Bradford (1976), o qual é baseado

na mudanca da coloragdo do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 quando
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ligado a proteina. Para tanto foi realizada a curva de calibragdo do reagente,
utilizando albumina de soro bovino (BSA 0 — 15 pg. pL') como padrdo. A
concentracdo de proteinas totais foi calculada pela comparacdo das leituras dos
materiais com as obtidas na curva padrdo, e expressa em mg de proteina g'1 de

matéria fresca.

3.2.6 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial, sendo 5 niveis de temperaturas e 10 gendtipos, com 4 repetigdes.
Os dados foram submetidos a anadlise de variancia. As médias dos dados foram

comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise visual mostraram que ndo houve diferenga
estatistica entre os gendtipos testados na temperatura ambiente e na temperatura
de -2°C, quando avaliados 24 horas apds a exposigao as baixas temperaturas
(Tabela 2). Na temperatura de -3°C, o gendtipo H147 1-13, foi mais sensivel ao frio

do que os demais, embora todos apresentassem danos leves.

Tabela 2 — Valores médios dos danos visuais avaliados 24 horas e 15 dias apds as
plantas serem submetidas as temperaturas minimas de -2, -3, -4, e -5°C.

Apobs 24h
Gendtipos Temperaturas (°C)
Ambiente -2 -3 -4 -5
Mundo novo 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 3,50 Aa 4,00 Aa
Catuai vermelho 1,00 Ca 1,00 Ca 1,00 Cb 3,25 Ba 4,00 Aa
H147 1-13 1,00 Ca 1,00 Ca 1,75 Ba 3,50 Aa 4,00 Aa
HO0706 5-1-1 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 3,50 Aa 4,00 Aa
HO0706 9-1-10 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 4,00 Aa 4,00 Aa
HO0706 13-1-3 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 3,50 Aa 4,00 Aa
HO706 27-2-2 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 3,75 Aa 4,00 Aa
C. racemosa 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 150 Bb 3,00 Ab
IPR 105 1,00 Ca 1,00 Ca 1,00 Cb 3,25 Ba 4,00 Aa
IPR 100 1,00 Ba 1,00 Ba 1,00 Bb 3,00 Aa 4,00 Aa
CV: 17,28
Apos 15 dias
Ambiente -2 -3 -4 -5

Mundo novo 1,00 Da 2,50 Cb 1,00 Dc 3,50 Bb 5,00 Aa
Catuai vermelho 1,00 Da 225 Cb 1,00 Dc 3,75 Bb 5,00 Aa
H147 1-13 1,00 Ca 3,00 Ba 2,75 Ba 450 Aa 5,00 Aa
HO0706 5-1-1 1,00 Ea 3,00 Ca 2,00 Db 3,75 Bb 5,00 Aa
HO0706 9-1-10 1,00 Da 2,50 Cb 1,00 Dc 4,00 Ba 5,00 Aa
HO0706 13-1-3 1,00 Da 3,00 Ba 2,00 Cb 3,50 Bb 5,00 Aa
HO706 27-2-2 1,00 Ea 3,00 Ca 2,00 Db 3,75 Bb 5,00 Aa
C. racemosa 1,00 Ca 3,00 Aa 2,00 Bb 1,50 Bc 3,00 Ab
IPR 105 1,00 Da 3,00 Ba 2,00 Cb 3,50 Bb 5,00 Aa
IPR 100 1,00 Ea 3,00 Ca 2,00 Db 4,00 Ba 5,00 Aa
CV: 14,43

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.

Quando os cafeeiros foram testados a -4°C, tanto na avaliagado 24

horas quanto 15 dias apds a exposicao as baixas temperaturas, Coffea racemosa foi
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0 que apresentou as melhores notas, mostrando ser o mais tolerante dentre todos os
gendtipos avaliados. O mesmo aconteceu nos dois periodos de avaliagcdo na
temperatura de -5°C.

Foi observado que as notas médias dos danos foliares foram
maiores nas avaliacbes apos 15 dias do estresse do que apds 24 horas. Nas
temperaturas de -2°C e -3°C, os gendtipos nao foram danificados quando avaliados
apods 24 horas. Entretanto, nas avaliagbes apds 15 dias, foram evidenciados danos
foliares leves a moderados nas mesmas temperaturas.

Os danos foram severos somente a partir de -4°C, sendo que a -5°C
os danos foram muitos severos, com excegcao de Coffea racemosa que tolerou as
temperaturas mais negativas.

Resultados similares foram obtidos por Manetti Filho e Caramori
(1986), que observaram, em ‘Catuai Vermelho IAC 81’, danos leves a moderados na
temperatura -2°C, moderados a severos no -3°C e severos no -4°C.

Os resultados dessas analises demonstraram que temperaturas
minimas entre -3°C e -4°C poderiam ser utilizadas para melhor selecionar gendtipos
tolerantes, pois os danos foliares foram severos e mesmo assim foi possivel
destacar que Coffea racemosa como sendo mais tolerante do que os outros
cafeeiros.

Ja na temperatura de -5°C, os danos foram muito severos nos
cafeeiros arabicos e moderados em Coffea racemosa, podendo fazer com que
genotipos menos tolerantes sejam descartados no processo de selegdo dos
cafeeiros.

Ao serem avaliadas 15 dias apds serem submetidas as temperaturas
negativas de -4°C e -5°C, com excegado de Coffea racemosa, todos os gendtipos
foram sensiveis, incluindo H0104-11-1, HO105-4-10, H0108-17-3 e HO113-11-7 que
sdo cafeeiros arabicos portadores de genes de Coffea racemosa.

Os gendtipos H 147/1, IPR 100 e IPR 105, todos cafeeiros arabicos
portadores de genes de Coffea liberica var. liberica, foram sensiveis ao frio, com
destaque para “H 147/1” que apresentou uma tendéncia de ser mais sensivel. E
possivel que Coffea liberica var. liberica seja sensivel ao frio, ao contrario de Coffea
liberica var dewevrei, que mostrou tolerancia em outros estudos (PETEK et al.,
2005).
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Neste estudo Coffea racemosa apresentou tolerancia as temperaturas
negativas, sendo que essa tolerancia foi melhor observada na temperatura de -4°C,
quando os danos foram severos em todos cafeeiros arabicos e nessa espécie os
danos foram leves. Esses resultados corroboram com os observados em avaliacbes
de campo efetuadas em julho de 2000, quando ocorreu uma geada severa
(temperatura minima no abrigo meteorolégico de -1,3°C) em Londrina-PR, em que
Coffea racemosa e um hibrido triploide (Coffea arabica x Coffea racemosa)
mostraram tolerancia ao frio (SERA et al., 2001).

Os resultados da fotossintese (Tabela 3) mostraram que na
temperatura -2°C, o gendtipo HO706 9-1-10 e a espécie Coffea racemosa nao
sofreram estresse com a diminuicdo da temperatura, apresentando valores
estatisticamente iguais as analises de temperatura ambiente. Além disso, apos
exposicao a temperatura de -3°C, apenas a espécie Coffea racemosa apresentou
atividade fotossintética diferindo dos demais gendétipos.

Ja nas temperaturas de -4 °C e -5 °C nao foi possivel observar
diferengas estatisticas entre os gendtipos, pois eles ja ndo estavam mais realizando
fotossintese. Esses resultados concordam com os obtidos por Damatta (2003), que
observou que para a cultura do café as temperaturas entre -3°C e -4°C causam a

morte dos tecidos, que pode se iniciar a partir de -2°C.

Tabela 3 — Valores médios de fotossintese liquida (umol m? s™) avaliados apds as
plantas serem submetidas as temperaturas minimas de -2, -3, -4, e -5°C.

Temperatura (°C)

Genotipos Ambiente 2 3 4 5
Mundo novo 8,11 Aa 550 Bc 049 Cb 0,00 Ca 0,00 Ca
Catuai vermelho 764 Ab 448 Bd 047 Cb 0,00 Ca 0,00 Ca
H147 1-13 739 Ab 569 Bc 052 Cb 0,00 Ca 0,00 Ca
HO0706 5-1-1 826 Aa 579 Bc 049 Cb 0,00 Ca 0,00 Ca
HO0706 9-1-10 810 Aa 7,70 Aa 043 Cb 0,00 Ca 0,00 Ca
HO0706 13-1-3 760 Ab 648 Bb 038 Cb 0,00 Ca 0,04 Ca
HO706 27-2-2 861 Aa 683 Bb 0,72 Cb 0,00 Ca 0,03 Ca
C. racemosa 839 Aa 7,35 Aa 3,73 Ba 0,00 Ca 0,09 Ca
IPR 105 751 Ab 648 Bb 060 Cb 000 Ca 0,13 Ca
IPR 100 714 Ab 620 Bb 032 Cb 000 Ca 0,08 Ca
CV: 15,52

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna nido diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.
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Resultados semelhantes obtidos neste trabalho s&do comparaveis
também com os obtidos por Siebeneichler et al (1998), que observaram decréscimo
da fotossintese liquida em funcdo do estresse por baixas temperaturas em duas
cultivares de feijdo. Segundo Bagnall et al. (1988), a fotossintese em plantas
submetidas a baixas temperaturas poderia ser inibida pelo acumulo de carboidratos
nas folhas, por um mecanismo de retroalimentacdo, em fungao da redugado da sua
atividade mitocondrial, ou ainda em virtude das baixas conduténcias difusivas
(DAMATTA et al., 2001; SILVA et al., 2004).

Alguns autores afirmam que o estresse por frio proporciona maior
eficiéncia da atividade da rubisco, devido haver maior incremento na solubilidade do
CO;, comparado ao O, (DOUCE; HELDT, 2000). Todavia, Hendrickson et al. (2004)
observaram que em videiras sob estresse de frio houve ineficiéncia da atividade da
rubisco na carboxilagdo. Em um trabalho posterior Hendrickson et al. (2004b)
voltaram a confirmar que baixas temperaturas em videiras reduzem a fotossintese
devido aos fatores bioquimicos.

Os resultados da fluorescéncia mostraram que os valores da
eficiéncia fotoquimica da razao entre a fluorescéncia variavel e fluorescéncia
maxima do PSIl (Fv/Fm) foram estatisticamente iguais nos tratamentos de
temperatura ambiente, -2°C e -3°C, variando entre 0,72 e 0,76, indicando auséncia
de fotoinibi¢do, conforme também relatado por Ribeiro et al. (2009) que trabalhou
com estresse hidrico em plantas de citrus (Tabela 4).

As respostas dos gendtipos ficaram evidentes a partir da
temperatura -4°C, com decréscimo da relagdo Fv/Fm, com excegdo do gendtipo
HO706 9-1-10, que s6 apresentou diminui¢do significativa da razédo F,/F,, sob -5°C.
Conforme relatado por Bjorkman e Demming (1987) a razdo F./F, de uma planta
com seu aparelho fotossintético intacto varia entre 0,75 e 0,85, sendo que a
diminuicdo desta relagao € um indicativo de dano fotoinibitorio nos centros de reagéo
do PSII.
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Tabela 4 - Valores médios da razao entre a fluorescéncia variavel e fluorescéncia
maxima (Fv/Fm) avaliados apds as plantas serem submetidas as temperaturas
minimas de -2, -3, -4 e -5°C.

Temperatura (°C)

Gendotipos

Ambiente -2 -3 -4 -5
Mundo novo 0,750 Aa 0,730 Aa 0,730 Aa 0660 Ba 0,600 Cb
Catuai vermelno 0,750 Aa 0,730 Aa 0,740 Aa 0,650 Ba 0,680 Ba
H147 1-13 0,730 Aa 0,740 Aa 0,720 Aa 0,630 Ba 0,670 Ba
HO0706 5-1-1 0,750 Aa 0,730 Aa 0,740 Aa 0,620 Ba 0,610 Ba

HO0706 9-1-10 0,740 Aa 0,750 Aa 0,740 Aa 0,690 Aa 0,550 Cb
HO0706 13-1-3 0,730 Aa 0,750 Aa 0,730 Aa 0660 Ba 0,660 Ba
HO706 27-2-2 0,740 Aa 0,730 Aa 0,740 Aa 0,620 Ba 0,620 Ba

C. racemosa 0,740 Aa 0,750 Aa 0,730 Aa 0,600 Ba 0,600 Ba
IPR 105 0,740 Aa 0,750 Aa 0,720 Aa 0,640 Ba 0,560 Cb
IPR 100 0,760 Aa 0,750 Aa 0,740 Aa 0,630 Ba 0,640 Ba
CV: 6,29

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.

Resultados semelhantes foram obtidos por Yusuf et al. (2010)
avaliando estresse abidtico em plantas de Brassica juncea, e Rapacz et al. (2007)
com plantas de trigo, que também indicaram que a resposta da fluorescéncia das
clorofilas foi manifestada pela reducdo de Fv/Fm quando submetidas ao estresse por
baixas temperaturas.

Para a condutividade elétrica, o material Coffea racemosa ndo esta
incluso neste teste, assim, foi possivel observar que na condutividade inicial, o
genotipo E0706 9-1-10 e Catuai vermelho ndo diferiram estatisticamente entre as
temperaturas ambiente, -2°C, -3°C e -4°C, mas diferiram dos demais gendétipos, na
temperatura -5°C apresentando as menores leituras de condutividade inicial,

indicando menor grau de estresse em relacdo aos demais (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores médios de condutividade elétrica (umhos™/cm) dos discos foliares
imersos em agua destilada, realizado apos as plantas serem submetidas as
temperaturas minimas de -2, -3, -4, e -5°C.

Condutividade elétrica inicial

Gendtipos Temperatura
Ambiente -2 -3 -4 -5
Mundo novo 314 Ac 467 Ab 429 Ab 429 Ab 354 Ae
Catuai vermelho 352 Bc 4,02 Bb 4,35 Bb 434 Bb 6,16 Ad
H147 1-13 3,83 Bc 383 Bb 4,89 Bb 431 Bb 7,66 Ac
HO0706 5-1-1 552 Bb 552 Ba 4,72 Bb 547 Ba 888 Ac
HO0706 9-1-10 785 Ba 585 Ca 4,22 Db 445 Db 1254 Aa
HO0706 13-1-3 385 Bc 385 Bb 4,44 Bb 344 Bb 10,70 Ab
HO706 27-2-2 520 Bb 5,20 Ba 6,62 Ba 562 Ba 12,71 Ab
IPR 105 462 Bc 462 Bb 4,55 Bb 447 Bb 13,15 Aa
IPR 100 6,15 Bb 490 Ca 454 Cb 585 Ba 1233 Aa
CV: 17,32
24 horas apos
Ambiente -2 -3 -4 -5

Mundo novo 983 Bb 9,67 Bb 9,94 Bb 941 Ba 1889 Ab
Catuai vermelho 12,19 Bb 12,19 Bb 1183 Ba 11,20 Ba 22,28 Aa
H147 1-13 11,88 Bb 12,88 Bb 1160 Ba 10,34 Ba 17,00 Ab
HO0706 5-1-1 1294 Bb 1294 Bb 10,11 Bb 1264 Ba 18,14 Ab
HO0706 9-1-10 1852 Ba 17,08 Ba 1145 Ca 1045 Ca 2252 Aa
HO0706 13-1-3 191 Bb 11,97 Bb 10,31 Bb 10,75 Ba 1822 Ab
HO706 27-2-2 12,09 Bb 12,09 Bb 1329 Ba 1354 Ba 18,70 Ab
IPR 105 13,19 Bb 12,74 Bb 1266 Cb 1043 Ca 22,15 Aa
IPR 100 17,79 Ba 1790 Ba 1351 Cb 1468 Ca 22,84 Aa
CV: 15,10

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna n&o diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.

No teste de condutividade realizado 24 horas apds a exposicao as

baixas temperaturas verificaram-se valores elevados de condutividade inicial a -2°C

para o gendtipo HO706 9-1-10. Como esse método € destrutivo, pode ter havido

danos mais acentuados na retirada dos discos de folhas que fizeram com que

houvesse maior troca com a solugcdo. Somente sob a temperatura de -5°C ficaram

evidentes as diferencas, indicando danos severos aos tecidos dos discos de folhas.

A analise de correlacédo entre os testes para a variavel temperatura,

independente do gendtipo, revelou que houve correlagdes significativas, indicando

que os mesmos sao validos para avaliar respostas a temperatura para o café

(Tabela 6).
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Correlagbes significativas e positivas foram observadas entre a
avaliagao visual com a condutividade elétrica inicial, bem como entre fotossintese e
fluorescéncia da clorofila indicando que quanto maior as notas visuais com o
aumento do estresse, maior foi também a condutividade elétrica, e quanto menor a
fotossintese menor foi a fluorescéncia.

Correlagbes significativas e negativas foram observadas entre
fotossintese e avaliagdo visual, e fluorescéncia da clorofila e avaliagdo visual,
indicando que com a diminuicdo da temperatura e aumento do estresse pelas
plantas, menor foi a atividade fotossintética e de fluorescéncia e maior as notas
observadas dos danos visuais as plantas. Portanto, esses critérios podem ser
utilizados para identificagcdo de temperaturas minimas associadas a danos em

gendtipos de cafeé.

Tabela 6 — Correlagao entre os testes de fluorescéncia variavel e maxima (Fv/Fm),
teste de condutividade inicial e 24 horas apds, analise visual 24 horas e 15 dias apés
e fotossintese nos gendtipos de café submetidos as temperaturas negativas de (-2, -
3, -4, e -5°C).

Condutividade Analise Visual Fluorescéncia
Inicial 24 Hrs 24 Hrs 15 Dias Fv/IFm
C 24 Hrs 0,94*
V 24 Hrs 0,71* 0,58
V 15 Dias 0,74* 0,64 0,88*
Fv/iFm -0,68 -0,53 -0,99* -0,87*
Fotossintese -0,43 -0,14 -0,75* -0,68 0,78*

*Significativo ao nivel de 5% probabilidade.

De acordo com Stirbet e Govindjee (2011), a fluorescéncia da
clorofila tem sido amplamente utilizada para a avaliagcdo dos danos no metabolismo
fotossintético mediante condigbes de estresse, uma vez que o fotossistema Il (FSII)
€ um dos principais alvos do estresse por baixas temperaturas (BERTAMINI et al.,
2007; BRESTICA et al., 2012).

A emissao da fluorescéncia avalia o funcionamento do fotossistema
Il, indicando possiveis niveis do estresse. A medicdo da fluorescéncia da clorofila
detecta o desequilibrio energético e metabdlico da fotossintese (ARAUS et al.,

1998). Segundo Bolhar-NordenKampf et al. (1989), em geral o rendimento quéntico
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maximo do fotossistema Il pode variar em uma faixa de 0,75 a 0,85 em plantas nao
submetidas a estresses. Essa relagéo € altamente correlacionada com o rendimento
fotossintético das folhas, em que a diminuicdo da relacdo Fv/IFm é um excelente
indicador de efeito fotoinibitério quando as plantas estdo submetidas a qualquer tipo
de estresse (YANG et al., 1996).

A medicao da fluorescéncia pode ser considerada como uma medida
complementar as medi¢gdes do processo fotossintético. A emissdo da fluorescéncia
mostra o nivel da energia de excitagdo nos complexos pigmentos/proteinas, energia
esta que controla a fotossintese. Por meio da fluorescéncia, € possivel obter
informacdes detalhadas sobre a estrutura, a distribuicdo de energia e fungcédo do
aparato fotossintético, em especial o fotossistema |l (SCHOLES; HORTON, 1993;
STRASSER et al., 2000).

Critchley et al. (1998) atribuiu valores de Fv/Fm inferiores a 0,72 ao
fendbmeno da fotoinibicdo devido a exposicao das plantas a baixas temperaturas.
Nessa situacdo as plantas reduzem a capacidade fotossintética, aumentam a
probabilidade de excitagao do PSII e reduzem a capacidade de sua recuperagao. Ha
menor eficiéncia na sintese da proteina D1 nos centros de reagdo, o que reduz a
protecao contra a fotoinibigao.

Baixas temperaturas levam a formacao de radicais superoxidos nos
cloroplastos, alterando as membranas pela peroxidagao lipidica, como no caso das
cadeias de acidos graxos das membranas dos tilacéides, ricas em poli-insaturados,
altamente vulneraveis a peroxidacdo (ARAUJO; DEMINICIS, 2009). Compostos
formados da peroxidagédo induzem a rigidez das membranas, podendo ocasionar a
morte das células (STEPONKUS, 1984).

A analise bioquimica mostrou que houve aumento de proteina para a
temperatura -2°C para o gendtipo H0706 5-1-1, na temperatura -3°C para o gendtipo
H147 1-13 e na temperatura -5°C para a espécie Coffea racemosa. Esse aumento
de proteina nos gendtipos avaliados pode indicar um mecanismo de toleréncia as
baixas temperaturas, pois, ao aumentar o teor de proteina das células, o potencial
osmotico do citoplasma aumenta, diminuindo a temperatura de congelamento da
célula (TAIZ; ZEIGER, 2006). Além disso, diversos autores também observaram
mudangas nas proteinas como sendo uma caracteristica inerente da tolerancia ao
frio (GUY; HASKELL, 1988; TSENG; LI, 1990) (Tabela 7).
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Como observado no presente estudo, o aumento da producao de
proteina pode ser um indicativo de protegao celular ao resfriamento e que pode ser
expresso pelo aumento de carboidratos e algumas proteinas especificas,
crioprotetores que estabilizam proteinas e lipidios das membranas durante a

desidratacao induzida por temperaturas baixas. (Taiz & Zeiger 2004).

Tabela 7 — Valores médios de proteina (mg proteina g’ de matéria fresca), em
gendtipos de café apds as plantas serem submetidas as temperaturas minimas de
de -2, -3, -4, e -5°C.

Temperatura (°C)

Genotipos Ambiente -2 -3 -4 -5

Mundo novo 527 Aa 3,57 Ba 3,71 Bb 237 Ca 1,99 Cb
Catuai vermelno 4,11 Ab 3,90 Aa 4,10 Ab 2,53 Ba 0,67 Cc
H147 1-13 460 Aa 3,32 Ba 539 Aa 269 Ba 142 Cc
HO0706 5-1-1 323 Bb 437 Aa 250 Cc 199 Cb 1,64 Cb

HO706 9-1-10 493 Aa 391 Aa 437 Ab 267 Ba 045 Cc
HO0706 13-1-3 5562 Aa 394 Ba 438 Bb 2,74 Ca 1,22 Dc
HO706 27-2-2 394 Ab 4,05 Aa 436 Ab 147 Bb 1,67 Bb

C. racemosa 405 Ab 349 Aa 395 Ab 1,19 Cb 2,87 Ba
IPR 105 3,76 Ab 391 Aa 420 Ab 190 Bb 0,96 Cc
IPR 100 3,92 Ab 3,57 Aa 4,10 Ab 2,88 Ba 1,18 Cc
CV: 18,70

*Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minldscula na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% probabilidade.
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3.4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que:

Os danos foram observados pelo critério visual a partir de -3°C, com
tolerancia somente para a espécie Coffea racemosa a temperatura de -4°C;

As avaliacdes por meio de métodos quantitativos nao identificaram
fontes de tolerancia ao frio nos gendtipos avaliados com excecdo de Coffea
racemosa;

Temperaturas negativas entre -3°C e -4°C sdo as mais adequadas

para testar tolerancia ao frio em genotipos de café.
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