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RESUMO

SOUZA-SOBREIRA, Franciele Barros de, D.Sc., Universidade Federal Do Espirito Santo,
Centro de Ciéncias Agréarias e Engenharias, Fevereiro de 2017. Respostas
morfofisiolégicas e heranca materna para tolerdncia a seca em progénies de café
conilon. Orientadora: Tais Cristina Bastos Soares. Coorientadora: Maria Amélia Gava
Ferréo.

O café é atualmente uma das principais commodities no Brasil. Dentre muitos trabalhos
realizados visando a melhoria desta cultura, a busca por materiais mais adaptados as
variagbes climaticas, em especial a seca, tem se destacado. Este fato se deve,
principalmente, as mudancas climaticas que estao ocorrendo em muitas regiées brasileiras.
A analise morfolégica e fisiolégica nas plantas tem auxiliado na selecdo de gendtipos
tolerantes a seca, para avaliacdo de superioridade em programas de melhoramento
genético. O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas morfofisiolégicas em progénies
de café conilon submetidas a seca, avaliando a morfologia das plantas, fotossintese e
quantificagdo quimica dos tecidos foliares, para verificar a variabilidade das progénies,
avaliar a possibilidade de heranca materna extracromossémica para toleréncia a seca e
identificar gendtipos mais tolerantes a seca. O experimento foi conduzido na Fazenda
Experimental do Incaper de Marilandia — ES e utilizou-se duas populacbes de Coffea
canephora, derivadas do cruzamento entre o clone 109, suscetivel, e o clone 120, tolerante
a seca (120x109 e 109x120). Para avaliacao do experimento e conclusdes dos resultados
foi utilizado a estatistica descritiva e analises de componentes principais (ACP). Observou-
se, através das medidas de posicdo e dispersdo que, houve muitas modificacdes entre as
variaveis ao longo do periodo das analises (Julho/2015, dezembro/2015 e abril/2016), ampla
variabilidade entre os individuos dentro de cada época de avaliacdo e que abril de 2016 foi o
periodo mais critico de seca, dentre os periodos avaliados, ocorrendo, na maioria das
vezes, diminuicdes das médias dos parametros analisados e maiores variagcbes nas
progénies. Em julho e dezembro de 2015 a populagdo 109x120 apresentou as maiores
médias, porém em abril de 2016 a populacdo 120x109 exibiu maiores médias. Estas
alteracbes foram aliadas a heranga materna extracromossémica, principalmente
cloroplastidica, devido as diferencas nas médias dos cruzamentos reciprocos, para maioria
das varidveis. Houve uma maior manifestacdo das caracteristicas do clone 109, como mée
receptora de polen, em julho e dezembro de 2015, nas progénies 109x120, periodo de maior
hidratagdo das plantas. Em abril de 2016, periodo critico de seca, houve maior manifestagcédo
do clone 120, na populagéo 120x109, por isso apresentou melhores médias. Em virtude das
variabilidades observadas entre os individuos, foram utilizadas as ACP para identificar os

parametros que melhor representassem a variacdo entre os individuos. Foram avaliados dez



parametros em julho, nove em dezembro e abril, em todos os individuos, demonstrando que
aproximadamente 80% da variagcdo observada pode ser explicada por cinco e seis
componentes principais (CP) na populagdo 120x109, e quatro e cinco componentes na
109x120. Cada CP representou uma proporcdo da variacdo e foi correlacionado em
diferentes graus aos parametros medidos. Atentou-se para as informa¢des do CP1 e CP2,
em abril de 2016, verificando uma melhor condi¢cdo de crescimento na populagdo 120x109,
devido a alta correlacdo positiva com RAF (razdo da area foliar), AFU (area foliar unitaria),
AFE (area foliar especifica), FT (fenol total), prolina e ETR (taxa de transferéncia de
elétrons), que sdo importantes correlacbes entre as variaveis, para o desenvolvimento das
plantas em condi¢gBes de estresse hidrico. Devido as diferentes correlagbes das ACP com
os parametros, foi realizado um agrupamento hierarquico UPGMA, baseado na distancia
euclidiana média, para discriminar as diferenciagdes entre os individuos. Para a populagéo
120x109, foram identificados oito grupos em julho/2015, dez em dezembro/2015 e sete em
abril/2016. Para a populacdo 109x120, quatro grupos em julho/2015, trés em
dezembro/2015 e trés em abril/2016. Baseado na média dos grupos para cada parametro
constatou-se que em abril de 2016, periodo critico de seca, alguns individuos conseguiram
manter melhores caracteristicas morfofisiolégica, como as apresentadas nos grupos 3, 5 e
7, representados pelos individuos 1, 2, 12, 13, 17, 26, 28, 50 e 58 da populacdo 120x109,
demonstrando destaque fenolégico para tolerar mais a seca, sendo as variaveis AFE, RAF,
A, ETR, gs e A/gs, mais relevantes na discriminagcéo dos genotipos. Os gendétipos 1, 26, 56
e 58, exibiram maior dissimilaridade, porém o individuo 56 foi mais caracterizado como
susceptivel a seca. Foi demonstrado também que existem outros individuos que possuem
caracteristicas semelhantes com os selecionados para tolerancia e, que, merecem ser
melhor explorados, como os individuos 8, 9, 14, 22, 25, 29 para tolerancia e os genétipos
20, 21, 23, 31, 32, 33, 34, 35 para susceptibilidade a seca. Em sintese, grande parte dos
mecanismos de resisténcia & seca, no café conilon, sdo governados por heranga materna

extracromossdmica e foi possivel identificar genétipos mais tolerantes a seca.
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ABSTRACT

SOUZA-SOBREIRA, Franciele Barros de, D.Sc., Universidade Federal Do Espirito Santo,
Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias, February, 2017. Morphophysiological
responses and maternal inheritance for drought tolerance in conilon coffee progenies.
Advisor: Tais Cristina Bastos Soares. Co-Advisor: Maria Amélia Gava Ferrao.

Coffee is currently one of the major commodities in Brazil. Among many works carried out
aiming at the improvement of this culture, the search for materials more adapted to the
climatic variations, especially the drought has been highlighted. This fact is mainly due to the
climatic changes that are occurring in many Brazilian regions. The morphological and
physiological analyzes of the plants have aided in the selection of drought tolerant genotypes
for the evaluation of superiority in breeding programs. The present study aimed at evaluating
the morphophysiological characteristics of conilon progenies submitted to drought, evaluating
the plant morphology, photosynthesis and chemical quantification of foliar tissues, to verify
the variability of the progenies, to evaluate the possibility of extrachromosomal maternal
inheritance for drought tolerance and to identify more drought tolerant genotypes. The
experiment was conducted at the Experimental Farm of the Marilandia-ES Incaper and two
populations of Coffea canephora, derived from the cross between the susceptible clone 109
and the drought tolerant clone 120 (120x109 and 109x120) were used. For the evaluation of
the experiment and conclusions of the results was used to descriptive statistics and principal
component analyzes (PCA). It was observed through the measures of position and
dispersion that there were many changes between the variables throughout the analysis
period (July/2015, December/2015 and April/2016), wide variability among individuals within
each evaluation period and that in April 2016 it was the most critical period of drought,
among the evaluated periods, occurring, most of the time, decreases in the means of the
analyzed parameters and greater variations in the progenies. In July and December 2015 the
population 109x120 presented the highest averages, however in April 2016 the population
120x109, showed higher averages. These changes were allied to extrachromosomal
maternal inheritance, mainly chloroplast, due to differences in the means of reciprocal
crosses, for most variables. There was a greater manifestation of the characteristics of clone
109, as pollen recipient mother, in July and December of 2015, in the progenies 109x120,
period of greater hydration of the plants. In April 2016, critical period of drought, there was a
greater manifestation of clone 120, in the population 120x109, so it presented better means.
Due to the variabilities observed among the individuals, the PCA were used to identify the
parameters that best represented the variation among the individuals. Ten parameters were
evaluated in July, nine in December and April in all individuals, demonstrating that

approximately 80% of the observed variation can be explained by five and six principal
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components (PC) in the population 120x109, and four and five components in the 109x120.
Each PC represented a proportion of the variation and was correlated in different degrees to
the measured parameters. Attention was drawn to the information from PC1 and PC2, in
April 2016, showing a better growth condition in the 120x109 population, due to the high
positive correlation with RAF (leaf area ratio), AFU (unit leaf area), AFE (leaf area specific),
FT (total phenol), proline and ETR (electron transport rate), which are important correlations
between the variables, for the development of plants under conditions of water stress. Due to
the different correlations of the PCA with the parameters, a hierarchical UPGMA grouping,
based on average euclidean distance, was performed to discriminate the differentiations
between the individuals. For the population 120x109, eight groups were identified in
July/2015, ten in December/2015 and seven in April/2016. For the population 109x120, four
groups in July/2015, three in December/2015 and three in April/2016. Based on average of
the groups for each parameter, it was found that in April 2016, a critical period of drought,
some individuals managed to maintain better morphophysiological characteristics, such as
those presented in groups 3, 5 and 7, represented by individuals 1, 2, 12, 13, 17, 26, 28, 50
and 58 of the population 120x109, demonstrating phenological highlight to tolerate more
drought, being the AFE, RAF, A, ETR, gs and A/gs variables more relevant for genotype
discrimination. Genotypes 1, 26, 56 and 58 showed greater dissimilarity, but individual 56
was more characterized as susceptible to drought. It has also been shown that there are
other individuals that have similar characteristics to those selected for tolerance and that
deserve to be better explored, such as individuals 8, 9, 14, 22, 25, 29 for tolerance and
genotypes 20, 21, 23, 31, 32, 33, 34, 35 for drought susceptibility. In summary, most of the
mechanisms of resistance to drought in conilon coffee are governed by extrachromosomal

maternal inheritance and it was possible to identify more drought tolerant genotypes.
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|. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Origem e aspectos botanicos de Coffea canephora.

O café conilon é um arbusto que pertence a classe Dicotyledonea, ordem Rubiales,
familia Rubiaceae, secao Eucoffea e subsecdo Erithrocoffea, com nome especifico Coffea
Canephora Pierre ex Froehner (CHARRIER; BERTHAUD, 1985; CARVALHO, 2008).

O género Coffea sp. originou-se no continente africano, sendo que a espécie Coffea
arabica teve sua origem na Etiopia e a espécie Coffea canephora de uma ampla regido, que
se estende da Guiné ao Congo, da costa oeste a regido Central do continente,
predominando em regides de baixa altitude e temperaturas mais elevadas (PRADO,
NASCIMENTO, 2003; FERRAO et al., 2016). O cultivo comercial iniciou-se com a espécie
C. arabica no Yémem em 575 d.C. aproximadamente, enquanto o da espécie C. canephora
deu-se a partir do aparecimento da ferrugem, por volta de 1900 em Java, expandindo-se
depois por uma ampla area geogréfica, na faixa ocidental, centro tropical e subtropical do
continente africano, posteriormente América e Asia (OLIVEIRA et al., 2012).

A espécie C. canephora inclui diversas variedades das quais se destacam Kouillou
(conilon) e Robusta. A variedade Kouillou foi observada inicialmente em estado selvagem,
em 1880, pelos franceses, entre Gab&o e a embocadura do rio Congo, principalmente junto
ao ribeirdo Kouilou, na Africa (CARVALHO, 1946). Posteriormente foi cultivada em larga
escala em Madagascar. No Brasil, a sua introducao iniciou-se no Espirito Santo, por volta de
1912, com as primeiras sementes plantadas no municipio de Cachoeiro de Itapemirim
(FERRAO et al., 2007, 2016).

E caracteristica marcante dessa espécie a reproducdo sexuada, classificadas como
plantas alégamas, apresentando mecanismos que favorecem a polinizacdo cruzada tais
como, a autoincompatibilidade gametofitica e o florescimento sincronizado. Possuem
elevada heterogeneidade entre plantas de uma mesma lavoura, que apresenta variabilidade

genética natural e polinizacdo cruzada entre geracdes (RAMALHO et al., 2011).
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1.2. Cenério econbmico e restricdo ambiental na producéo de C. canephora.

A cafeicultura é uma das principais atividades agricolas geradoras e distribuidora de
renda no Brasil, representando cerca de 10% do PIB agricola (NOTICIA AGRICOLA, 2016).
A producdo mundial de café na safra de 2015/2016 foi aproximadamente 150,1 milhdes de
sacas, com o Brasil representando 51,37 milhdes de sacas de 60 quilos do produto
beneficiado das espécies arabica e conilon, sendo que a safra de arabica foi de 43,24
milhdes e a de conilon de 7,98 milhdes (EMBRAPA, 2016). O Brasil € o maior produtor e
exportador mundial de café, seguido pelo Vietna e pela Coldmbia (FAO, 2015).

No pais, o estado do Espirito Santo se destaca como o0 maior produtor da espécie C.
canephora, devido a investimentos em pesquisas e nas lavouras ao longo das Ultimas
décadas. As lavouras vém sendo renovadas e revigoradas na ordem de 7% a 8% ao ano,
sobre novas bases tecnoldgicas, com variedades clonais mais produtivas, nutricdo
adequada, poda, manejo de pragas, doengas e irrigagdo. Como resultado, a produgéo do
estado teve crescimento na média de 5% ao ano (CONAB, 2016).

O Estado é referéncia brasileira e mundial no desenvolvimento da cafeicultura do
conilon, com uma produtividade média que ja alcancou 35 sacas por hectare (sc/ha). Muitos
produtores tecnificados chegaram a colher mais de 100 sc/ha. A produtividade evoluiu muito
nos ultimos 25 anos, gracas as tecnologias desenvolvidas pelo Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper) em parceria com diversas
instituicdes (INCAPER, 2016).

Essa sequéncia positiva de crescimento foi interrompida nos dois Ultimos anos por
problemas climaticos, com o decréscimo de aproximadamente 50% para o café conilon no
ano de 2016 (CONAB, 2016).

As condic¢des climéaticas muito adversas em 2015 e 2016, com aumento médio da
temperatura durante o dia de até 3°C e reducdo média da precipitagdo pluviométrica entre
30 e 60% nas diferentes regibes e a deficiéncia de irrigagdo por falta de agua nos
mananciais, promoveram danos muitos significativos nas lavouras, interferindo no nimero e
época das floradas, na fertilizacdo das flores, no nimero e no desenvolvimento dos frutos,
chegando a ocasionar queda de folhas e de frutos em crescimento, além de estagnacao do
crescimento das plantas, redugdo do vigor e maior incidéncia de pragas e doencas,
decorrente do depauperamento das plantas (CONAB, 2016).

Registra-se que as consequéncias dos problemas associados as mudancas
climéticas ocorreram em todas as regides produtoras de café conilon, mas as maiores
perdas foram em lavouras nao irrigadas. A quantidade de agua disponivel para irrigacéo tem
diminuido gradativamente nos Gltimos anos, por isso espera-se que as limitacées de agua a

producdo de café se tornem cada vez mais importantes devido as mudangas climaticas
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globais (DAMATTA et al., 2010). Assim, as melhorias no uso da 4gua devem ser um grande
alvo para o aumento da producéo de café em ambientes com limitacdo de agua (BLUM,
2005; SILVA; REIS, 2016).

1.3. Fenologia de C. canephora.

O conhecimento das fases fenoldgicas de uma espécie cultivada constitui ferramenta
eficaz de manejo, que possibilita identificar, por meio da observacdo dos caracteres
morfoloégicos da planta, o momento fisiolégico ao qual se encontram associadas as
necessidades do vegetal que, uma vez atendidas, possibilitardo seu desenvolvimento
normal e, consequentemente, bom rendimento a cultura. Estudo sobre crescimento da parte
aérea, sistema reprodutivo e aspectos fisioldégicos, tem auxiliado na compreensdao do
comportamento das plantas frente as condi¢cdes adversas do ambiente, principalmente em
condicBes de estresse hidrico (CAMARA, 2006).

No geral o café conilon possui alto vigor vegetativo, tolerdncia as doengas e
adaptacdo a uma ampla faixa de condi¢bes edafoclimaticas tropicais, de baixas altitudes e
temperaturas elevadas (RONCHI; DAMATA, 2016). Seu crescimento apresenta dimorfismo,
onde o caule principal, ortotrépico, cresce verticalmente e os ramos laterais, plagiotropicos,
crescem quase horizontalmente. Caracteriza-se como planta perene, de porte arbustivo,
caule lenhoso e multicaule, folhas grandes, de coloragéo verde claro e, de formato eliptica e
lanceolada e, com, sistema radicular bastante volumoso e eficiente na absorcdo de
nutrientes e da agua (FAZUOLI, 1986; MONTAGNON et al., 1998; FERRAO et al., 2016).

Entretanto, o crescimento do cafeeiro € influenciado por varios fatores, destacando-
se 0s genéticos e os edafoclimaticos. Por ser uma cultura perene a sua fase vegetativa é
ininterrupta, podendo variar de intensidade durante o ano em funcdo de sua fenologia, forca
dreno dos orgéos e condi¢cdes ambientais (FAVARIN, 2004). A cada estédio, a planta exige
determinados recursos e condicdes ambientais, como também responde de maneiras
diferentes as influéncias externas (LARCHER, 2000).

Na regido nordeste do Espirito Santo € normalmente cultivado com irrigacdo, em
raz8o da ocorréncia de veranicos durante a estacdo chuvosa e de um periodo seco
relativamente longo, que se estende geralmente de maio a setembro. No periodo seco e de
temperaturas mais amenas, as taxas de crescimento sdo baixas, enquanto no periodo
chuvoso e de temperaturas mais elevadas, porém ndo extremas, as taxas de crescimento
sdo elevadas (SILVEIRA; CARVALHO, 1996).

Independentemente da época de formacao, a queda de folhas intensifica-se no final
da época seca, coincidindo com o periodo de colheita e pés-colheita e de maior acdo dos

ventos. A producdo de folhas, que tem relacdo direta com a formacédo de nés nos ramos
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laterais, é intensa na primavera/verdo e minima no outono/inverno (RONCHI; DAMATTA,
2007).

E uma espécie tropical de habito gregario, em que todas as plantas de uma certa
extensao geografica florescem simultaneamente (RENA; BARROS, 2004). Em condi¢bes
naturais, a floracdo é provocada pelas primeiras chuvas da estacdo apés um periodo de
seca (RENA et al.,, 2001), que ocorre, geralmente, em agosto/setembro no estado do
Espirito Santo (BELAN et al., 2011).

As inflorescéncias (glomérulos) sdo formadas a partir de gemas seriadas (sendo um
glomérulo por cada gema) localizadas aleatoriamente nas axilas das folhas de ramos
laterais que se formaram na estagdo de crescimento do ano corrente, de forma que a
floracdo depende estreitamente do crescimento dos ramos plagiotropicos (BARROS et al.,
1978).

Com a falta de chuva, a fase de frutificagcdo e a granacdo dos frutos pode ser
prejudicada, fazendo com que haja menor pegamento das flores e, durante a granacéo,
ocorre aumento da presenca de frutos chochos e/ou mal granados. Vale ressaltar ainda o
prejuizo provocado no crescimento vegetativo do cafeeiro (DAMATTA et al., 2008;
PEZZOPANE et al., 2010).

1.4. Respostas das plantas ao déficit hidrico

De todos os recursos de que a planta necessita para crescer e funcionar, a agua € o
mais abundante e, ao mesmo tempo, o que mais limita a produtividade agricola. Constitui
cerca de 80 a 95% da massa de tecidos vegetais em crescimento (TAIZ; ZIEGER, 2006).
Participa dos processos fisiologicos da planta, entre eles das reacées metabdlicas de
sintese (fotossintese) e degradacdo (respiracdo); transporte de materiais e nutrientes
através do xilema e floema; absor¢do de gases e materiais através da relagdo que se
estabelece entre raiz e solo; garante a turgidez de tecidos e 6rgaos; responde pelo controle
da condutancia estomética (PEIXOTO, 2011).

O termo estresse hidrico geralmente é definido como um fator externo que causa
alteracdo no conteudo de agua de um tecido ou célula abaixo da quantidade mais alta
exibida no estado de maior hidratacdo, exercendo uma influéncia desvantajosa sobre a
planta (TAIZ; ZEIGER, 2006). Nesta condicdo, causa desvio significativo das condicdes
Otimas para a vida, e induz a mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do
organismo, 0s quais sao reversiveis a principio, mas podem se tornar permanentes
(LARCHER, 2000).

E um dos fatores de estresse que causa maiores danos nos processos fisiologicos e
metabdlicos das plantas, (PIMENTEL, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2006), em que a demanda de
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energia pela planta para sua manutencdo (sobrevivéncia) € maior que a producdo, o que
leva a uma desestabilizacdo inicial das funcdes da planta, seguida por uma normalizagédo e
inducdo dos processos fisiologicos (LARCHER, 2000). A resposta a seca é complexa
porque reflete a integracdo dos efeitos do estresse e das respostas da planta, sob todos os
niveis de sua organizacao, integrados no espaco e no tempo (BLUM, 1997).

O déficit hidrico possui elementos construtivos e destrutivos, sendo um fator de
selecdo e uma forgca motriz para incremento da toleréncia e evolugao adaptativa da planta.
Um estresse suave pode ativar o0 metabolismo celular e aumentar a atividade fisiolégica da
planta sem causar danos, mesmo em longo prazo, sendo, portanto, favoravel a planta
(LICHTENTHALER, 1998).

Existe uma variabilidade muito grande no grau de tolerancia a falta d’agua entre
espécies. Esta diferenca € observada por meio do valor do potencial de agua ideal para as
plantas, e ocorre mesmo dentro de uma espécie, entre variedades (PIMENTEL, 2004;
INMAM-BAMBER; SMITH, 2005).

Devido as diferentes respostas das plantas ao estresse hidrico, os mecanismos de
resisténcia a seca foram divididos em escape, retardo e tolerancia. No primeiro, as plantas
adotam uma estratégia de “fuga”, na qual apresentam rapido desenvolvimento fenoldgico e
alto grau de plasticidade, sendo capazes de completar seu ciclo de vida antes que a falta de
agua torne-se severa o bastante para provocar danos fisiolégicos. O retardo da desidratacdo
corresponde a manutencao do turgor e volume celular, tanto pela absor¢cédo de agua por um
sistema radicular abundante quanto pela reducdo da perda por transpiracdo por intermédio
do fechamento estomatico ou por vias ndo estomaticas como a cuticula. E a tolerancia a
seca € um mecanismo que permite a planta manter o metabolismo, mesmo com a reducédo
do potencial hidrico dos tecidos, devido principalmente ao acimulo de solutos compativeis
ou osmodlitos, proteinas osmoprotetoras e a capacidade antioxidante (TAIZ; ZEIGER, 2006;
VERSLUES et al., 2006).

A toleréncia das plantas frente a um estresse pode ser de dois tipos, se a tolerancia
aumenta como consequéncia de exposi¢cdo anterior ao estresse, diz-se que a planta esta
aclimatada; j4, se ocorre tolerancia a um nivel de resisténcia geneticamente determinado,
adquirido por processo de selecdo durante muitas geragdes, a planta esta adaptada (TAIZ;
ZEIGER, 2006). A adaptacao e a aclimatacéo aos estresses ambientais resultam de eventos
integrados que ocorrem em todos o0s niveis de organizacdo: anatémico, morfologico, celular,
bioquimico e molecular (PIMENTEL, 2004; BUENO et al., 2006).

A resposta da planta & seca é caracterizada por mudancgas fundamentais na relagédo
da célula com a agua, nos seus processos fisiolégicos, na estrutura de membranas e de
organelas celulares, além das mudancas morfoldgicas e fenolégicas da planta, alterando a
relacdo do seu dossel com o ambiente (LAWLOR; CORNIC, 2002).
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1.5. Efeito nas plantas frente ao estresse hidrico

A parte aérea e a expansdo foliar sdo um dos processos mais sensiveis a falta
d’agua (BLUM, 1997). As folhas sdo 6rgdos responsaveis pela atividade fotossintética,
assim, fatores como temperaturas elevadas em periodos de estresse hidrico causam
diminuicdo da éarea foliar, e dependendo do tempo de exposicdo a seca, afeta
negativamente o crescimento da parte aérea, sobretudo a producéo de folhas, acelerando a
senescéncia foliar (SANTOS; CARLESSO, 1998; INMAN-BAMBER, 2005; SHIGAKI et al.,
2004). Atribui-se que a reducéo de folhas verdes é uma estratégia para diminuir a superficie
transpirante e 0 gasto metabolico para a manutengcdo dos tecidos (INMAN-BAMBER;
SMITH, 2005; INMAN-BAMBER et al., 2008).

Caracteristicas foliares como massa foliar especifica, espessura e densidade foliar,
s&o também comprometidas pela disponibilidade de nutrientes e agua (CASTRO-DIEZ et al.,
1997; BUSSOTTI et al., 2000). As espécies que possuem maior longevidade foliar
geralmente apresentam menor area foliar especifica, ou maior massa foliar especifica,
devido a lamina das folhas e a cuticula serem mais espessas, como também uma maior
area lignificada, o que aumenta a razdo massa/area; permitindo a folha resistir por um longo
periodo em condi¢des adversas, como a seca (LIMA et al., 2006)

A falta de agua no solo, a curto prazo, a reducdo do rendimento pode estar
relacionada com a diminuicdo da condutancia estomatica e concomitantemente menor taxa
de assimilacao liquida de carbono. No entanto, na maioria dos casos e particularmente em
estresse prolongado, uma area foliar menor e uma distribuicéo alterada de assimilados entre
0s 6rgaos arboreos parecem ser mais diretamente responsaveis pelo menor rendimento da
cultura (DAMATTA et al., 2003).

O déficit hidrico tem efeitos em diversos processos fisiolégicos das plantas,
geralmente aumentando a resisténcia estomética, reduzindo a transpiracdo e
consequentemente o suprimento de CO, para a realizacdo do processo de fotossintese
(NOGUEIRA et al., 2001). Apresentando efeitos em outros processos, tais como, diminuic&do
do volume celular, declinio da turgescéncia, diminuicdo do rendimento quéntico do
fotossistema 2, e reducdo da producdo de acido abscisico, (TAIZ; ZEIGER, 2006; MORAIS
et al., 2003).

O estresse hidrico tem a capacidade de reduzir as concentracdes teciduais de
clorofilas e carotenoides, principalmente com a producdo de espécies reativas de oxigénio
nos tilacoides (KIANI et al., 2008; REDDY et al., 2004). Também provoca aumento de
compostos fendlicos em folhas (CAVATTE et al, 2012), podendo contribuir
significativamente para a protecdo contra o excesso de energia (WILHELM; SELMAR, 2011)
e danos associados a radiacdo UV-B (GILL; TUTEJA, 2010).
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Segundo Flexas; Medrano, (2002), a capacidade de dissipacdo de energia e a
protecdo metabdlica (induzida ou constitutiva) contra as espécies reativas de oxigénio sao
frequentemente a chave do sucesso das plantas contra o estresse.

Em algumas espécies, o acimulo de solutos compativeis, como o aminoécido
prolina e compostos de amonio quaternario, tem sido considerado como uma adaptacao ao
estresse de seca, devido ao ajuste osmético, que possibilita a manutencéo do turgor celular
e 0 crescimento mesmo com baixo potencial hidrico foliar. A manutencgéo da turgescéncia é
feita pela diminuicdo do potencial osmético resultante do acumulo de diferentes solutos no
simplasma, podendo também escapar da reducdo no potencial hidrico, mantendo o turgor,
através da reducao na elasticidade de suas paredes celulares (SAITO; TERASHIMA, 2004).

O nitrogénio é um dos nutrientes mais importantes para o crescimento vegetal, a
deficiéncia hidrica influencia de forma negativa o metabolismo de compostos nitrogenados
(FERREIRA et al.,, 2002). A enzima nitrato redutase, responsavel pela assimilacdo de
nitrogénio pelos vegetais, tem a atividade influenciada pela disponibilidade de agua
(SHARMA; DUBEY, 2005). A estimativa da atividade da enzima nitrato redutase tem sido
utilizada como parametro indicativo da resposta fisiolégica das plantas aos estresses
ambientais (OLIVEIRA et al., 2005).

A disponibilidade adequada de nitrogénio pode melhorar indiretamente a tolerancia
a seca, pois permitira o desencadeamento de mecanismos de fotoprotecao do cloroplasto e
alteracbes qualitativas da membrana com excesso de energia de excitacdo, que ocorrem
guando o fechamento dos estébmatos é promovido pela escassez de agua (DAMATTA;
RAMALHO, 2006). A caréncia em nitrogénio diminui a condutividade hidraulica, absor¢éo de
agua, a producao de ABA pelas raizes, que induz o fechamento estoméatico na parte aérea
mais cedo devido ao déficit de 4gua (KRAMER; BOYER, 1995). Também pode diminuir a
fotossintese através da diminuicdo do teor de pigmentos no cloroplasto e da sintese de
varias enzimas envolvidas no ciclo de Calvin, particularmente ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase / oxigenase (Rubisco) (TERASHIMA; EVANS 1988).

A densidade do lenho caulinar também tem sido considerada uma caracteristica
importante para toleréncia & seca, sendo que plantas com alta densidade utiliza a agua
disponivel lentamente e possui uma maior eficiéncia hidraulica em condi¢cdes de déficit
hidrico, devido a uma possivel seguranc¢a hidraulica contra a cavitacdo, o que resulta em
melhor hidratacdo dos seus tecidos, por isso sdo consideradas mais tolerantes a seca
(SILVA et al., 2013).

As estratégias das plantas para superar o estresse hidrico, normalmente envolvem
uma acdo complexa relacionada a sensibilidade e a tolerancia a outros estresses, 0 que

pode variar entre os genétipos (CHAVES et al., 2002).
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1.6. Estresse hidrico e tolerancia a seca em C. canephora.

Considerando que cultivo do café conilon tem-se expandido para areas onde a
deficiéncia hidrica € o principal fator limitante a producdo, melhoristas tém procurado
selecionar genétipos que produzam razoavelmente bem nesses ambientes, o que é dificil,
devido a variabilidade da precipitacdo, ao longo dos anos, e da natureza poligénica da
toleréncia a seca (DAMATTA, 2004).

O cafeeiro beneficia-se da estacdo de seca moderada, com déficit hidrico anual entre
150 e 200 mm, ndo apresentando problemas sensiveis; entre 200 e 400 mm nao causa
grandes efeitos, porém, a irrigacdo suplementar é necessaria, atentando-se para 0s
periodos criticos da cultura que vao desde a iniciacdo floral até a granacgdo dos frutos, como
também, os periodos de maior crescimento vegetativo. Em condi¢gfes de déficit acima de
400 mm a irrigacao se torna obrigatoria (MATIELLO et al., 2002).

Os principais mecanismos fisioldgicos de tolerancia diferencial a seca entre clones
de Conilon sdo governados pela eficiéncia de extragéo da agua do solo e pelas taxas de uso
da 4gua pelas plantas (DAMATTA; RAMALHO, 2006). Avaliag6es fisiolégicas sugerem que
clones com producéo relativamente elevada em condi¢cbes de seca sdo capazes de manter
potenciais hidricos foliares adequados, por meio da combinacdo do aprofundamento do
sistema radicular e aumento no controle estomético (SILVA et al., 2010).

Algumas caracteristicas bioguimicas também sao importantes para o0 aumento da
tolerancia ao estresse hidrico, entre elas, a manutencdo da capacidade de transporte de
fotoassimilados da parte aérea para as raizes, que pode permitir maior crescimento radicular
e, dessa forma, maior acesso a horizontes mais profundos do solo, de modo a aumentar a
absorcao de agua (SILVA et al., 2010).

Em estudos comparando plantas tanto em condi¢cdes de vaso como de campo, tem
sido observado que clones tolerantes mantém maior potencial hidrico e/ou teor relativo de
dgua em seus tecidos, quando impostos ao déficit hidrico em comparacdo aos clones
sensiveis & seca (PINHEIRO et al., 2004; PRAXEDES et al.,, 2006). Essa estratégia
explicaria o porqué de os clones tolerantes exibirem enrolamento e abscisdo foliar mais
tardiamente que os clones sensiveis a seca.

FERRAO et al., (2000) verificaram que clones de café conilon submetidos tanto a
condigbes Otimas de irrigagdo como em condicdes de déficit hidrico, em campo, e
considerando sua produtividade média, os clones 120 e 14, dentre outros, apresentaram
desempenho superior em condi¢bes de déficit hidrico, tendo suas produtividades médias
pouco alteradas. Observaram também que esses materiais genéticos respondem menos a
irrigagéo (SILVA; REIS, 2007).
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Longos periodos de estiagem, com menor hidratagdo em café, tém sido associados,
em muitos casos, com estratégia de sobrevivéncia e ndo com manutenc¢éo da producdo em
condi¢cBes de seca. Isso ocorre devido o fechamento estomatico para limitar a transpiracgéo,
porém dificulta o influxo de CO, para a fotossintese e, portanto a producdo (DAMATTA,;
RAMALHO, 2006).

Pinheiro et al. (2005) demonstraram que a condutancia estomatica decresce
curvilinearmente com a redugdo da disponibilidade hidrica, sugerindo alta sensibilidade
estomatica ao desenvolvimento de déficits hidricos na planta de café conilon. Porém
verificaram rapida recuperacao (1-2 dias) da hidratacdo foliar e da condutancia estomatica,
gue alcancaram valores tipicos de cafeeiros irrigados continuamente, ap0s re-irrigarem
clones de conilon severamente desidratados. Tal comportamento parece ser de grande
importancia na determinacdo do rapido restabelecimento do crescimento e desenvolvimento
da copa do café apds periodos prolongados de seca, e atesta um alto grau de tolerancia a
seca ao café Conilon (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Pinheiro et al. (2005) relataram também, que h& clones de Conilon que pouco
respondem as variagbes da demanda evaporativa e, por essa razdo, sofrem desidratacao
relativamente rapida em periodos de estiagem, o0 que concorre para uma baixa tolerancia a
seca. Clones susceptiveis a seca possuem baixo controle da transpiragdo, com o0s
estdmatos respondendo de forma limitada a reducédo da disponibilidade de agua do solo,
devido a baixa capacidade de absorcdo de agua, pois tém sistemas radiculares mais
superficiais (RONCHI; DAMATTA, 2007).

As taxas de fotossintese liquida do café Conilon sao relativamente baixas, constitui
umas das menores faixas registradas em arvores (DAMATTA, 2003, 2008; PINHEIRO et al.,
2005). Pouco se sabe sobre os mecanismos que explicariam a magnitude das taxas
fotossintéticas do cafeeiro, mas, aparentemente, uma alta resisténcia a difusdo do CO,,
desde a atmosfera até o cloroplasto, parece ter papel preponderante nessa resposta
(DAMATTA et al., 2002, 2008).

No cafeeiro, a fotossintese é saturada a cerca de 1/3 da irradiancia maxima incidente
sobre a copa, 600-700 mmol (fétons) m’s™ em folhas expostas (DAMATTA; MAESTRI,
1997). A irradiancia excedente absorvida pela folha, se ndo dissipada satisfatoriamente, faz
com que a planta perca o controle do metabolismo das espécies reativas de oxigénio,
levando a ocorréncia de danos fotooxidativos (DAMATTA; RAMALHO, 2006), popularmente
conhecidos como escaldadura. Esses danos se manifestam pelo aparecimento de &reas
clordticas, que evoluem para a necrose, levando, pois, a absciséo foliar.

Lima et al. (2002) avaliando dois clones de café Conilon sob condi¢bes de seca,
observaram aumentos na atividade do sistema antioxidante do clone tolerante a seca

gquando comparado ao clone sensivel a seca. Os autores propuseram que a tolerancia a
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seca no Conilon poderia, pelo menos em parte, estar associada a um incremento da
atividade do sistema antioxidante, devido a maior neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio no clone tolerante.

Blum (2009) sugere que para selecdo de genotipos superiores para produtividade,
em condic6es de seca, é importante considerar a maximizagéo da absorcao de dgua no solo
com aumento da transpiracdo e da conduténcia estomatica, o que permite uma maior
assimilacdo de CO, e consequentemente aumento da fotossintese, resultando em menor
eficiéncia no uso da agua.

Quando se objetiva melhorar o desempenho do café Conilon em regides sujeitas a
seca, a selecdo de indices e parametros adequados, como demonstrados nos trabalhos
apresentados acima, pode facilitar a identificacdo de materiais genéticos superiores, com
maiores potenciais para tolerancia a seca, uma vez que nao se conhece uma caracteristica
isolada capaz de predizer adequadamente a respeito da manutengcdo da producdo em
ambientes sujeitos a restricdo hidrica (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

1.7. Heranga materna

A heranca citoplasmética tem sido de interesse desde que foi demonstrado, pela
primeira vez no inicio do século XX, que os cloroplastos nao sao transmitidos de acordo com
as regras da segregacdo da genética mendeliana (KIRK; TILNEY-BASSETT, 1978). Na
maioria das plantas superiores, o genoma dos plastidios ndo é submetido a recombinacao
sexual, mesmo quando séo herdados biparencialmente (BOCK, 2007). Os primeiros estudos
de padrdes bésicos de transmissao de plastidios foram baseados na cor das folhas e
mostraram transmissdo materna em Mirabilis jalapa (CORRENS, 1909) e transmissao
biparental em Pelargonium zonale (BAUR 1909).

Desde o inicio da década de 1990, os polimorfismos de comprimento de fragmento
de restricdo (RFLPs) tém sido usados com frequéncia para obter marcadores especificos
para 0 DNA das organelas e tornaram mais facil examinar a heranca mitocondrial e
plastidica (BOBLENZ et al., 1990, HANSEN et al., 2007, MATSUSHIMA et al., 2008). O
desenvolvimento desta técnica molecular estimulou uma nova onda de pesquisa na area da
heranca de organelas e na sua aplicacdo a genética populacional, a sistematica e a
evolucdo dos organismos (MOGENSEN, 1996).

Na maioria dos organismos, 0 genoma das organelas € herdado de um unico
progenitor, sendo a heranca materna muito mais difundida do que a paterna. Um pequeno
namero de angiospermas transmitem biologicamente seus plastidios biparentalmente e

paternalmente. Por outro lado, nas gimnospermas, a heranca paterna (ou heranca biparental
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com forte predominancia da transmissao paterna) parece estar generalizada (SZMIDT et al.,
1987, NEALE et al., 1989, MOGENSEN, 1996).

A grande maioria das angiospermas e pelo menos algumas gimnospermas exibem
um modo maternal de heranca dos plastidios e, portanto, ndo transmitem plastidios e DNA
de plastidios através do polen. As investigacdes citoldgicas revelaram que ndo ha um
mecanismo Unico de como a heranca materna dos plastidios € provocada. Em vez disso,
diferentes espécies podem utilizar mecanismos muito diferentes de eliminacdo de plastidios
paternos e/ou genomas de plastidios paternos. (BOCK, 2007)

EspeculacBes sobre a heranca uniparental também foram propostas, relatando que a
recombinagdo pode quebrar combinagfes adaptativas de alelos e que a heranca reprodutiva
sexual, pode facilitar a disseminacdo de genes ou genomas que se replicam mais
rapidamente do que o tipo selvagem, mas reduzem a aptiddo da célula. Assim, comegaram
a sugerir que a transmissao monogamética pode ter evoluido para reduzir ou prevenir a
recombinagdo entre as organelas (XAVIER; CLIFFORD 1994).

Os efeitos maternos podem desempenhar papéis substanciais na evolugdo
adaptativa das plantas e sé@o categorizados como ambientais citoplasmaticos e epigenéticos
de um ponto de vista ecoldgico evolutivo. Os fatores ambientais maternos, como a
disponibilidade de nutrientes e os regimes hidricos da luz e do solo, muitas vezes afetam a
taxa, a probabilidade e a estacdo da germinacéo da prole (GALLOWAY, 2005; HEREFORD;
MORIUCHI, 2005). Varios estudos fisiologicos tém mostrado fendmenos citoplasméaticos ou
epigenéticos diretamente atribuiveis a efeitos maternos hereditarios. Os fatores
citoplasméticos causam normalmente efeitos maternos sobre a resisténcia a herbicidas
(FREY et al., 1999, EL-LITHY et al., 2005) e esterilidade masculina (SCHNABLE; WISE
1998).

Espera-se que os fenbmenos epigenéticos tenham a capacidade de gerar variaces
fenotipicas adaptativas (GRANT-DOWNTON; DICKINSON, 2006). No caso da hibridacédo
interespecifica de plantas silvestres, tais efeitos maternos desempenham um papel
importante na aptiddo dos hibridos, com consequéncias notaveis para a dindmica das zonas
de hibridizag¢&o. A sobrevivéncia dos hibridos pode depender da dire¢do dos cruzamentos e
das interagBes genoétipo e meio ambiente que estdo envolvidas na aptiddo hibrida
(CAMPBELL; WASER 2001; KIRK et al., 2005).

O ambiente materno experimentado por um organismo em desenvolvimento pode
desempenhar um papel critico na formagédo de padrbées adultos de comportamento. Além
disso, pode haver transmissdo desses efeitos para as geragfes subsequentes através de
alteracBes no comportamento reprodutivo da prole. Assim, o cuidado materno pode ser
transmitido das maes as filhas e as netas (CHAMPAGNE, 2008).
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Em plantas silvestres, o estado nutricional materno, muitas vezes afeta
caracteristicas de prole, como tamanho de sementes e probabilidade de germinacéo
(HEREFORD; MORIUCHI, 2005). Latzel et al., 2009 relataram que a heranca materna pode
alterar a fotossintese e o crescimento da progénie.

A estratégia utilizada no melhoramento de plantas, para saber se um dado caréater é
controlado somente por genes nucleares ou ndo, sdo 0s cruzamentos reciprocos, em que
um determinado genitor é usado ora como parental masculino, ora como feminino. Se a
heranca de um determinado carater é controlada por genes nucleares, os resultados de um
cruzamento e seu reciproco serdo similares, apresentando segregacdo mendeliana. Caso
haja efeitos citoplasmaticos os resultados dos cruzamentos reciprocos serdo diferentes,
onde o fendtipo dos descendentes serd influenciado pelo genitor feminino que contribuiu
com o citoplasma. Dois mecanismos explicam esse tipo de heranga: efeito materno, em que
a heranca é controlada por genes nucleares do parental feminino, independente dos genes
doados pelo parental masculino; e heranga extracromossémica, em que a heranga é devido
a genes localizados no citoplasma (principalmente mitocondrias e cloroplastos) (RAMALHO
et al., 2001).

E comum o uso do sistema dialelo como o proposto por Griffing (1956), pelo qual sdo
estimados os efeitos das capacidades geral e especifica de combina¢do (CRUZ; REGAZZI,
2001) e, se séo incluidos os hibridos reciprocos, é possivel avaliar a presenca de efeitos
génicos extracelulares.

A heranca materna tem despertado interesse na engenharia genética das plantas,
uma vez que, colocar transgenes no genoma do plastidio em vez do genoma nuclear (tal
como feito em plantas transgénicas convencionais) pode reduzir grandemente o risco de
propagacao indesejada do transgene via polen. A transmiss@o descontrolada do transgene
através da dispersao do pdlen representa uma grande preocupacao no debate publico sobre

as tecnologias transgénicas na agricultura e biotecnologia vegetal (BOCK, 2007).
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I.HIPOTESE DO TRABALHO

Considerando as alteracbes climaticas que vem ocorrendo ao longo dos anos,
principalmente a seca, que tem causado grandes prejuizos na produtividade no cafeeiro, o
Incaper tem realizado pesquisas no intuito de selecionar plantas que sejam mais tolerantes
a seca. Em um dos seus trabalhos de campo, na fazenda experimental de Marilandia-ES, foi
realizado um cruzamento dialelo reciproco, entre clones suscetiveis (109) e tolerantes (120)
a seca, que foram submetidas ao estresse hidrico, que abriram vérias possibilidades
estudos. Assim levantamos a hip6tese da heranca materna para tolerdncia a seca nas
populacdes, devido a presenca dos cruzamentos reciprocos, estudando a probabilidade do
clone 120 sendo o gendtipo parental mae, na influéncia dos melhores resultados na
progénie para tolerdncia a seca e para selecionar os genoétipos de maior relevancia em

condi¢bes de déficit hidrico, importante para o melhoramento genético do café.

2.1. Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas morfofisiolégicas em progénies de café
conilon submetidas a seca, avaliando a morfologia das plantas, fotossintese e quantificacéo
guimica dos tecidos foliares, analisar a possibilidade de heranca materna
extracromossémica para tolerancia a seca e identificar genétipos mais tolerantes a seca,

utilizando-se duas populagbes de Coffea canephora (120x109 e 109x120).

2.2. Objetivos Especificos

o Verificar a alteracdo da fisiologia e morfologia de acordo com as condi¢cdes do
ambiente, entre as épocas de avaliacdo do experimento e entre o0s individuos;

e Analisar a possibilidade da heranca materna nas progénies;

o Identificar qual das duas populagbes (120x109 e 109x120) conseguem manter
melhores caracteristicas morfofisiolégicas em condi¢des de estresse hidrico;

e Avaliar a variabilidade entre os individuos e nas épocas de avaliacao, principalmente,
através do coeficiente de variacdo (CV) e pelos gréaficos box plot;

e Determinar genoétipos superiores para tolerdancia a seca, que apresentem
caracteristicas de desenvolvimento importantes para um programa de melhoramento
genético de plantas, possuindo potencial para bons rendimentos em condiges de déficit
hidrico;

¢ |dentificar as variaveis mais relevantes para discriminar os gendétipos mais tolerantes

a seca.
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lIl. CAPITULO 1: ANALISES DE PARAMETROS MORFOFIOLOGICOS EM
PROGENIES DE CAFE CONILON COM PROSPECCAO A HERANCA MATERNA
PARA TOLERANCIA A SECA.

RESUMO

O agronegdcio do café € uma das atividades mais importantes no aspecto socioecondmico
do Brasil. Os programas de melhoramento tém procurado genoétipos com maior aclimatagéo
em ambientes com restricdo hidrica, devido principalmente as altera¢des climéaticas que vem
ocorrendo em varias regibes no pais. Para isto, o estudo da morfologia e fisiologia das
plantas tem auxiliado na selecdo de materiais superiores para tolerancia a seca. O objetivo
deste capitulo foi avaliar caracteristicas morfofisiolégicas em duas progénies de café
conilon, oriundas do cruzamento entre genétipos parentais contrastantes a seca, clone 109,
suscetivel e clone 120, tolerante. O experimento foi conduzido na Fazenda Experimental do
Incaper de Marilandia - ES. Utilizou-se a estatistica descritiva para avaliar a possibilidade de
heranga materna para tolerdncia a seca nos cruzamentos reciprocos e verificar a
variabilidade das progénies. Com os resultados do estudo, foi possivel sugerir a heranga
materna para tolerancia a seca, abrindo possibilidades de estudos mais aprofundados na
genbmica do DNA cloroplastidico, com a possibilidade de entendimento do efeito
epigenético na adaptacdo das plantas em condi¢cdes de estresse hidrico para heranga
materna. A populagdo 120x109 conseguiu manter melhores caracteristicas morfofisiologicas
no periodo de maior seca (abril/2016), ndo apresentando diminuigdes nas concentracdes Cl.
total e Carot, indicando menor produgdo de ROS nos tilacoides. Apresentaram também
maior média na assimilacdo de CO, (A), com a mesma média de condutancia estomética
(A/gs) nas duas populagdes. Foi possivel identificar grande variabilidade entre os individuos
e nas épocas de avaliacdo, principalmente, através do coeficiente de variacéo (CV) e pelos
graficos box plot. Indicando o favorecimento na selecdo de individuos que possuem maior
aptidao para tolerar a seca com caracteristicas adequadas ou ndo para o desenvolvimento

em condicBes de seca.
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3.1. INTRODUCAO

O café é um produto de grande importancia comercial para o Brasil e muitos outros
paises, tendo a espécie C. canephora destaque de desenvolvimento e produtividade no
estado do Espirito Santo (FAO, 2015). Entretanto, o rendimento desta cultura tem diminuido
nos ultimos anos, devido, principalmente, aos estresses bidtico e abidtico (FERRAO et al.,
2016a; CONAB, 2016).

Por isso, programas de melhoramento tém focado em trabalhos para incorporagéo
de resisténcia a pragas, doencas e nematoides, tolerdncia a estresses abibticos e no
desenvolvimento de cafés de qualidade. Aliando também & manutengcdo/aumento da
produtividade, adaptabilidade, estabilidade e a sustentabilidade (HERRERA et al., 2001;
VOSSEN, 2005, FERRAO et al., 2009; FERRAO et al., 2016b).

Muitas dessas caracteristicas estéo voltadas para melhoria genética desta cultura, na
busca por materiais mais adaptados as variagfes climaticas, visto as alteragfes que vém
ocorrendo em nosso planeta, em especial a seca, que tem se destacado (COLLINS et al.,
2008).

A falta de agua é um dos estresses abiodticos mais comuns, que limita a distribuicdo
de muitas plantas a determinados ambientes e a produtividade de muitas culturas. E
causada por chuvas insuficientes e/ou padrbes de precipitacdo alterados (TOKER et al.,
2007). Seca é muitas vezes acompanhada por temperaturas relativamente altas, que
promovem a evapotranspiracdo e afeta 0s processos fotossintéticos. Prevé-se que a sua
ocorréncia ird aumentar significativamente em muitas regides produtoras de alimentos
(COLLINS et al., 2008; REYNOLDS; ORTIZ, 2010).

Sendo assim, materiais de conilon tolerantes a seca, tém sido estudados para
selecdo de genotipos superiores (MARRACCINI et al., 2012; FERRAO et al., 2016ac). Para
isso, muitas metodologias séo utilizadas, como a analise dialélica, que fornece estimativas
de pardmetros Uteis na selecdo de genitores para hibridacdo e para o entendimento dos
efeitos genéticos envolvidos na determinagéo dos caracteres. Podendo-se predizer a analise
dos ganhos genéticos esperados com a selecao e os estudos de heterose (JINKS, 1955), de
efeitos génicos extranucleares e da interacéo efeito génico x ambiente, no caso de avaliacdo
experimental em mais de uma condicdo ambiental (ALLARD, 1955).

A maioria dos caracteres dos organismos superiores € controlada por genes
nucleares, que segregam de acordo com o comportamento dos cromossomos na meiose.
Entretanto, existe outro grupo de caracteres herdado em funcdo dos genes ou produtos
génicos presentes no citoplasma, no qual o gameta feminino contribui com quase a
totalidade do citoplasma para o descendente. Este tipo de heranca pode ser explicado pelo

efeito materno ou heranca extracromossdmica, e para identifica-las, deve-se verificar se
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existe diferenca entre os resultados da segregacdo de um cruzamento e de seu reciproco
(RAMALHO et al., 2001).

Considerando os resultados que lida et al. (2007) observaram, de heranca materna
para tolerancia a seca, em hibridos de planta aquéatica (Potamogeton anguillanus) e a
possibilidade de trabalhar com progénies hibridas de café conilon, oriundas de cruzamentos
dialelos reciprocos, submetidas a seca no campo. Objetivou-se neste estudo, avaliar a
possibilidade de heranga materna para tolerdncia a seca, em cruzamentos dialelos
reciprocos, entre os clones 109 (suscetivel & seca) e 120 (tolerante a seca) (RONCHI;
DAMATA, 2007) e verificar a variabilidade das progénies para averiguar se existe

probabilidade de sele¢éo de individuos tolerantes a seca nestas populagdes.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material genético

Os materiais genéticos utilizados neste trabalho foram obtidos e cedidos pelo
programa de Melhoramento de Café do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural (Incaper). O trabalho foi conduzido na Fazenda Experimental de
Marilandia, pertencente ao Incaper, que esta localizada no municipio de Marilandia, regido
Noroeste do Estado do Espirito Santo. O local do experimento, segundo a carta
agroclimatica do Espirito Santo (Feitosa, 1986) apresenta latitude de 19°24‘ sul e longitude
de 40°31° oeste, altitude de 104 m, solo classificado como cristalino, com baixa fertilidade,
precipitacdo pluviométrica anual de 1.100 mm, temperatura média anual de 24°C, umidade
relativa média do ar de 74% e topografia ondulada acidentada, caracteristica da regiao.

Foram avaliadas familias de irmaos completos oriundas de cruzamentos controlados
entre clones de C. canephora.

As progénies dos cruzamentos entre os clones 120x109 (58 progénies) / 109x120
(19 progénies) foram levadas a campo em agosto de 2008 e Maio de 2009,
respectivamente, no espacamento de 3,0 x 1,0 m. Os progenitores dos cruzamentos s&o
clones de café Conilon com caracteristicas de interesse para a cafeicultura, sendo: 1); clone
109: clone de café conilon, porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem e a seca;
[I) 120: clones de café Conilon de porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem,
vigoroso e tolerante a seca.

O experimento foi conduzido sem irrigacdo. As adubacdes, podas, desbrotas, tratos
culturais e fitossanitarios seguiram as recomendacfes técnicas da cultura (Ferrdo et al.,
2007, 2012).

3.2.2. Epoca de avaliacio

Os dados experimentais deste estudo foram coletados por planta e em trés épocas
distintas, entre julho/2015 a abril/2016: 12) 14/07 a 21/07/2015, 22) 10/12 a 18/12/2015 e 32)
21/04 a 27/04/2016.

Em cada época foram tomados dados de caracteristicas morfologicas, fotossintéticas

e de composicdo quimica dos tecidos foliares.
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3.2.3. Caracteristicas Morfolégicas

Foram selecionados dois ramos plagiotrépicos em cada época de andlise, que
melhor representasse a planta e seguiu-se o padréo de coleta, no oitavo ramo plagiotropico
(contando de cima para baixo), estando sem frutos. Nestes foram avaliados o comprimento
(Comp) do ramo e comprimento entrendédio (CE), através da contagem do numero de
rosetas. Nas folhas dos dois ramos foram calculados a é&rea foliar total (AFT) e area foliar
unitaria (AFU), seguindo o modelo proposto por Antunes et al., (2008). Foram coletadas
também quatro folhas indices, no terceiro ou quarto par do ramo plagiotropico, por planta,
para célculo da area foliar especifica (AFE), para tal vinte discos foliares com 1,5 cm de
didmetro (SILVA et al.,, 2013) e mediu-se a espessura destas folhas com auxilio de
Paquimetro Inox Digital 150 Mm 684132 - Lee Tools.

Nas analises de Julho de 2015, as progénies foram podadas, por isso a densidade
do lenho caulinar (DLC), no ramo ortotrépico foi realizada, seguindo o modelo proposto por
Silva et al. (2013). Para todas as coletas realizadas, houve a avaliagdo da massa seca,
folhas, ramos plagiotropicos, ramaos ortotrépicos e discos foliares, colocados em estufa a 60°
C por uma semana e pesados em balan¢a semi analitica Marte ad200.

Através destas avaliagdes foi possivel estimar a razdo da area foliar (RAF).

3.2.4. Medicdes fotossintéticas

As avaliacOes das trocas gasosas foram realizadas em folhas do terceiro ou quarto
par do ramo plagiotrépico, a partir da mensuracdo da assimilacdo liquida de CO, (A), a
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a taxa de transporte de elétrons (ETR).
Estas avaliagfes, foram medidas entre os horarios de 08:00-11:00 h, em sistema aberto,
sob luz e concentragdo de CO, ambientes e pressdo parcial de CO, de 40 Pa sob PAR
artificial, isto € 1200 e 200 umol m™s™ ao nivel da folha, em analisador de gés infravermelho
(IRGA) modelo Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA. De posse destes dados, foram

quantificadas a eficiéncia no uso da 4gua intrinseca (A/gs)

3.2.5. Composicao quimica dos tecidos foliares

A maioria das analises quimicas seguiram os procedimentos descritos em Poorter;
Villar (1997), com algumas modificacdes. Foram coletadas quatro folhas do terceiro ou
quarto par do ramo plagiotrpico, em seguida foram armazenadas em freezer -80°C,

liofilizadas e maceradas com gral e pistilo.
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3.2.5.1. Quantificag&o de clorofilas e carotenoides totais

Foram pesados 25 mg de tecido foliar liofilizado/ triturado em tubos de 2 mL e
adicionado 1,5 mL de acetona 80% v/v, levou-se ao vortex para homogeneizar e segui-se a
centrifugagdo por 5 minutos a 13600 rpm (Thermo Scientific - Heraeus Pico e Fresco).
Transferiu-se 1 mL do extrato para novos tubos de 2 mL e realizou-se a leitura da amostra
em absorbancia de 470 nm, 646,8 nm e 663,2 nm no espectrofotbmetro. O extrato ficou
muito concentrado, por isso foi feito uma diluicdo de 80 pL do extrato com 920 pL de
acetona 80% e novamente realizou-se a leitura no espectrofotbmetro. Os valores de
absorbancia esperados estdo entre 0,2 nm e 0,8 nm (LICHTENTHALER, 1987).

As concentragfes de clorofila e de carotenoides (em ng/L) foram calculadas
utilizando-se as seguintes formulas:

Clorofilaa=Ca= 12,25 A663,2 — 2,79 A646,8

Clorofilab = Cb = 21,50 A646,8 — 5,10 A663,2

Clorofilas totais = C(a+b) = 7,15 A663,2 + 18,71 A646,8

Carotenoides (xantofilas + carotenos) = (1000 A470 — 1,82 Ca — 85,02 Cb) / 198

Para determinacéo da clorofila e carotenoides na amostra, levou-se em consideracao
a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicbes e a quantidade do extrato

utilizado para fazer a leitura no espectrofotometro.

3.2.5.2. Quantificacdo de nitrogénio nitrico

A quantificacdo de NO; foi realizada conforme Cataldo et al. (1975), com algumas
modificacBes. Para o preparo do extrato bruto, foram pesadas 0,1 g de folhas liofilizadas/
trituradas em tubos de ensaio e adicionados 1 mL de etanol absoluto e 10 mL de agua
destilada, levou-se ao banho-maria a temperatura de 45°C por 60 minutos. Ao esfriarem os
tubos, foi adicionado aproximadamente 250 mg de carvao ativo, agitado e filtrado em papel
de filtro lento (esta etapa foi repetida até obter um filtrado cristalino).

As concentrac¢des da curva padrdo foram de 0 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm
e 100 ppm, utilizando-se como solucdo estoque de referéncia o nitrato de potassio na
concentracdo de 0,1628%. No preparo da amostra para leitura no espectrofotdmetro, foram
utilizados 20 pL do extrato bruto, 80 pL de &cido salicilico 5% em &cido sulfurico absoluto e
1900 pL de hidroxido de sddio 2N em tubos de 2 mL. Ap6s 30 minutos de repouso, foi feita
leitura da absorbancia da amostra em espectrofotdmetro a 410 nm.

Para determinacdo exata de NO3; ha amostra, levou-se em consideracdo a equacao
da curva padréo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicbes e a quantidade

do extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotémetro.
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3.2.5.3. Quantificag&o nitrogénio organico NH,_ "

Para o preparo do extrato bruto, foram pesadas 0,1 g de folhas liofilizadas/ trituradas
em tubos digestor e adicionados 1 mL de &cido sulfarico P.A. (deixados aproximadamente
12 horas para uma pré-digestdo). Apos este periodo foram adicionados 1 mL de peroxido de
hidrogénio 35% e as amostras foram colocadas em um bloco digestor, elevando a
temperatura lentamente até atingir 300°C, mantendo-se nesta temperatura por 30 minutos.
Esperou-se esfriar até 150°C, aos tubos que apresentaram extrato amarelo ou preto, foi
adicionado novamente 1 mL de perdxido de hidrogénio e levados novamente para digestao
da amostra, subindo a temperatura do bloco digestor até atingir a 200°C e mantendo-se esta
temperatura por 15 minutos para terminar de clarificar as amostras. Apds o0s extratos
esfriarem, foram adicionados 24 mL de agua destilada em cada tubo e homogeneizados em
vortex.

As concentracdes da curva padréo utilizadas foram de 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm,
6 ppm e 8 ppm, utilizando-se como solugéo estoque de referéncia o sulfato de aménio na
concentracéo de 0,025%. Para o preparo das amostras foram utilizados 100 pL do extrato,
3,9 mL de &gua destilada, 500 pL de tartarato de sédio 10% e 500 pL de reagente de
Nessler, em tubos de ensaio de 5 mL. Apés 20 minutos de repouso, foi feita leitura da
absorbancia da amostra no espectrofotdmetro a 480 nm.

Para determinacdo de NH, na amostra, levou-se em consideracdo a equacao da
curva padréo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicbes e a quantidade do
extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotometro.

De posse dos valores de NH, e NOj, foi calculada a quantidade de nitrogénio total

(N. total), através da soma na forma organica e nitrica.

3.2.5.4.Preparo do extrato etandlico para determinacdo de compostos fendlicos e

aminoacido prolina.

Foram pesados 50 mg de folhas liofilizadas/ maceradas em tubos de 2 mL e
adicionados 500 pL de etanol 98% com posterior agitagdo em vortex. Em seguida os tubos
foram levados ao banho maria a 80°C por 20 minutos, centrifugados a 14000 rpm (Thermo
Scientific - Heraeus Pico e Fresco) por 5 minutos e coletado o sobrenadante, adicionando
em um novo tubo de 2 mL. Adicionou-se 500 pL de etanol 80% ao pellet, novamente agitou-
se no vortex, levou-se ao banho maria a 80°C por 20 minutos, centrifugou-se a 14000 rpm
(Thermo Scientific - Heraeus Pico e Fresco) por 5 minutos e coletou-se o sobrenadante,
misturando-se ao sobrenadante anterior. O procedimento foi repetido, acrescentando 500 pL

de etanol 50% e misturando o novo sobrenadante aos anteriores.
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3.2.5.5. Quantificagdo de compostos fendlicos sollveis totais

Para o preparo da amostra, o extrato etandlico foi diluido, coletando 50 pL do extrato,
completando o volume para 2 mL com etanol 80%. Deste foi utilizado 30 uL, 470 pL de 4gua
destilada, 250 uL de reagente de Folin-Ciocalteau (diluido de 50 mL em 450 mL de &gua
destilada) e 1250 pyL de carbonato de sodio 10%. Em seguida foi feito a leitura da
absorbéncia em espectrofotbmetro a 725 nm. Para determinagdo de fenol, levou-se em
consideracdo a equacéao da curva padrdo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, a
diluicdo do extrato etandlico e a quantidade do extrato utilizado para fazer a leitura no
espectrofotbmetro.

Foi utilizado como padréo para quantificagdo de fenol total, o 4cido tanico, pesando-
se 500 mg e diluindo em 100 mL de etanol 80%, em seguida, foi rediluido, coletando-se 1
mL da mistura acima em 100 mL de etanol 80%. Para o preparo da curva padrdo foi
utilizado a solucéo de acido tanico rediluida, na concentracdo de 0 ug, 1,25 g, 2,5 pg, 5 pg,

7,5 ug e 10 pg.

3.2.5.6. Quantificagdo do aminoécido prolina

Para o preparo da curva padrdo foi utilizado uma solugéo de prolina a 50 uM, nas
concentracdes de 0 pmol, 0,020 pumol, 0,050 pumol, 0,086, 0,160 umol, 0,188 umol, 0,26
pumol e 0,29 umol. Para o preparo da amostra foram utilizados 150 pL do extrato etandlico
bruto, 2,75 mL de agua destilada, 100 uL de glicina 126 mM, 2 mL de acido acético glacial, 2
mL de reagente de ninhidrina. Os tubos foram levados ao banho maria a 95°C por 35
minutos, em seguida a reacéo foi interrompida depositando-se os tubos em banho de gelo,
posteriormente, acrescentou-se 4 mL de tolueno, seguindo-se a agitacéo dos tubos e foram
agitados vigorosamente no vértex por 10 segundos. O cromoéforo contendo tolueno (fase
résea superior) foi aspirado com uma pipeta descartavel e colocado em outro tubo de vidro.
Em seguida foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 515 nm. Para
determinacdo exata de prolina nas amostras, levou-se em consideracéo a equacao da curva
padrdo, a quantidade do extrato etandlico total produzido e a quantidade de amostra pesada
inicialmente (BATES et al., 1973).
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3.2.6. Andlise dos dados

3.2.6.1. Estatistica Descritiva

Foi utilizado a estatistica descritiva utilizando o Microsoft Office Excel 2010, para
calculo de medidas de posi¢céo e dispersdo, como a média (X), Erro Padrdo da Média (dp),
Coeficiente de Variagéo (CV), Assimetria (As) e curtose (C).

As medidas de tendéncia central foram utilizadas para determinar um ponto em torno
do qual se concentram os dados. A média aritmética € a soma de todos os valores
observados da variavel dividida pelo numero total de observagbes. Sob uma visédo
geométrica a média de uma distribuicdo é o centro de gravidade, representa o ponto de

equilibrio de um conjunto de dados.

n

X = X; Média Amostral

S|

i=1

A mediana (Md) é o valor que ocupa a posicao central da série de observacbes de
uma variavel, em rol, dividindo o conjunto em duas partes iguais, ou seja, a quantidade de
valores inferiores a mediana € igual a quantidade de valores superiores a mesma.

As medidas de dispersao foram utilizadas para auxiliar as medidas de tendéncia central a
descrever o conjunto de dados adequadamente.

o\2
= D (% —X)f, Variancia da Amostra
n-1
o O . .
dp(X) = ﬁ Erro padrdo da média
sx100 .. . ~
CV = Coeficiente de Variacéo

x|
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As separatrizes foram calculadas para medir as posi¢coes do conjunto de dados, em
rol, dividindo-o em partes iguais. Os quartis dividem o conjunto de dados em quatro partes

iguais.

Estatistica | Notagéo Interpretacdo Posicdo

1° quartil Q, 25% do; dados séo valgresj MEenores ou | p- g >5(n+1)
iguais ao valor do primeiro quartil.

20 quartil Q,=Mq 50% dqs dados séo valores Menores ou | p- g 5o(n+1)
iguais ao valor do segundo quatrtil.

20 quartil Qs 75% do§ dados séao valore§ MENOres ou | p- g 75(n+1)
iguais ao valor do terceiro quartil.

A medida de assimetria foi determinada para indicar a forma da distribuicdo dos dados,
através do coeficiente de assimetria de Pearson (As) definido como:
Ao — 3(X - Md)

X

Se As < 0 a assimetria é negativa. O lado mais longo do poligono de frequéncia
(cauda da distribuigédo) esta a esquerda do centro.

Se As > 0 a assimetria € positiva. O lado mais longo do poligono de frequéncia esta a
direita do centro

Para complementar a caracterizacdo da dispersdo em uma distribuicdo foi calculado
a curtose ou achatamento. Esta medida quantifica a concentracdo ou dispersédo dos valores
de um conjunto de dados em relagdo as medidas de tendéncia central em uma distribuicéo

de frequéncias.

K= Q3-0Q1
~ 2(P90 — P10)

Uma distribuicéo é classificada quanto ao grau de achatamento como:

Leptocurtica: quando a distribuicdo apresenta uma curva de frequéncia bastante
fechada, com os dados fortemente concentrados em torno de seu centro, K < 0,263.

Mesocdrtica: quando os dados estao razoavelmente concentrados em torno de seu
centro, K= 0,263.

Platicurtica: quando a distribuicdo apresenta uma curva de frequéncia mais aberta,
com os dados fracamente concentrados em torno de seu centro, K > 0,263.

O grafico Box Plot (ou desenho esquemaético) foi construido a partir dos dados da
medida de posicdo e dispersdo. Para esta andlise gréfica utilizou-se cinco medidas

estatisticas: valor minimo, valor méximo, mediana, primeiro e terceiro quartil da variavel
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guantitativa. Este conjunto de medidas permitiu-nos identificar a posicdo, disperséo,
assimetria, caudas e dados discrepantes.

A distancia a partir da qual foi considerado como um valor discrepante foi o que
superou 1,5dg. De maneira geral, foi considerados outliers todos os valores inferiores Li=
Q1-1,5dq ou os superiores a Ls=Q3+1,5dq.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Observag0es climéticas nos periodos de coletas de dados.

A Figura 1 e a Figura 2 demonstram um historico de dados climéticos de 1984 a
2014 e a média mensal dos anos de 2015 e 2016, periodo que o experimento foi realizado.
Verifica-se uma alta média maxima e minima de temperatura e médias de precipitacdo muito
baixas em muitos meses de 2015 e 2016, em relacdo aos dados historicos apresentados. O
anico periodo que houve uma pequena precipitacdo, durante todas as avaliagcbes deste
experimento, foi de 14/07 a 21/07 de 2015 com precipitacdo média durante esses dias de 25
mm, com ocorréncia de chuvas em apenas um periodo do dia, ou pela manha, ou a tarde,
ou a noite. No periodo de 10/12 a 18/12/ 2015, houve uma peguena chuva no primeiro dia
das andlises e o tempo ficou com aspecto mais Umido e um pouco nublado durante os
outros dias. A terceira avaliacdo, de 21/04 a 27/04/2016, caracterizou-se como o periodo
mais seco e quente de todo o experimento, visto que as plantas ja haviam passado por um
longo ciclo sem chuva e algumas apresentavam aspecto critico de sobrevivéncia.

O acompanhamento da safra brasileira do café descrito pela CONAB (2016) relatou
decréscimo na producédo de C. canephora no estado do Espirito Santo nos anos de 2015 e
2016, devido, principalmente, aos problemas climaticos desencadeados pela seca na regido.
As Figuras 1 e 2 ilustram as diferencas de temperatura e precipitacdo em relacdo aos anos
anteriores, demonstrando grandes modificacdes, para muitos meses dos anos de 2015 e
2016, incluindo as épocas das avaliacdes do experimento que, provavelmente, provocou
alteracao no ciclo fenoldgico do cafeeiro, desencadeando menor rendimento para a cultura.

Em julho e dezembro de 2015, foi observado o fenbmeno fisico do orvalho, sendo
gue pela manha as folhas encontravam-se muito Umidas, devido ao vapor de agua que se
condensa e se deposita durante a noite e manha, pela diminuicdo da temperatura ou em
contato com superficies frias, formando goticulas muito finas e permanecendo sobre a
vegetagdo. Entretanto em Abril de 2016, este fendmeno néo foi verificado, mesmo iniciando
as analises as 7 horas da manh4, as plantas estavam secas, demonstrando a falta de 4gua
no ambiente e baixa umidade relativa do ar. O periodo de seca do experimento foi se
acumulando durante o periodo de tomada de dados do experimento, ocorrendo também o
aumento da temperatura minima e maxima, isso pode ter causado a ndo diminuicdo da
temperatura do ambiente, durante a noite, o suficiente, para ndo formar vapor de agua nas

folhas (orvalho).
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Figura 1: Dados médios comparativos da precipitacdo mensal da série histérica da estacao
meteoroldgica do Incaper localizada no municipio de Marilandia-ES.
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Figura 2: Dados médios comparativos da média da temperatura minima e maxima da série
historica da estagéo meteoroldgica do Incaper localizada no municipio de Marilandia-ES.
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3.3.2. Prospeccédo a heranga materna cloroplastidica

Nas Tabelas 1, 2 e 3 encontram-se as medidas de posi¢éo e dispersédo da populacéo
120x109 e 109x120, referentes a primeira, segunda e terceira avaliacdo. No geral houve
muitas modificagbes entre as varidveis ao longo dos trés periodos das analises. De julho a
dezembro de 2015 da populacdo 120x109, observa-se que houve diminuicdo das médias de
comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), &rea foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total
(AFT) (cm?), espessura (Esp) (um), fenol total (FT) (g Kg™?), prolina (umol g*), nitrato (NO3)
(% g™, fotossintese (A) (umol m? s™), condutancia estomatica (gs) (umol m?s™?), taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs)
(umol). Neste periodo, para a populagdo 109x120, somente verificou-se diminui¢cdo para as
caracteristicas, Esp, area foliar especifica (AFE) (cm?g™), NOs, A, gs e ETR. Em abril/2016
(32 avaliacdo), as médias da maioria dos parametros diminuiram muito, considerando os

dados obtidos das duas populacdes.

Tabela 1: Medidas de posicdo e dispersdo de café conilon, oriundas dos cruzamentos
120x109 (58 progenies — P1) e 109x120 (19 progénies — P2), referentes a primeira avaliagdo
(julho/2015) — Incaper.

MEDIDAS X EP cv As C
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
Comp (cm) 12,83 11,94 014 022 814 840 -0,36 -0,60 1,89 1,47
L (cm) 544 523 007 011 955 988 0026 -0,16 0,55 0,23
AFU (cm) 49,06 43,76 1,04 1,62 16,13 16,92 0,30 046 127,88 66,48
AFT (cm?) 924,04 851,87 41,34 6520 34,07 3508 0,27 -0,79 204597,9 1865287
CRP (cm) 47,90 4383 1,01 258 16,02 26,99 0,19 -0,55 119,53 220,06
CE (cm) 330 329 004 007 875 968 020 -0,69 0,13 0,21
Esp (um) 248,72 259,90 2,68 4,24 821 747 -048 -0,32 782,60 729,60
AFE (cm®g™) 116,62 12533 1,84 3,18 12,03 11,64 0115 -0,18 41561 462,09
RAF (cm?g™) 64,24 6685 160 2,84 1895 1947 0,38 044 18555 165,14
DLC (g cm®) 061 069 041 001 30489 560 040 0,21 0,00 0,00
Cl total (g kg™) 449 467 009 010 16,09 9,88 -0,07 -0,84 0,91 0,35
Carot. (g kg™) 078 081 001 002 1420 12,07 0,03 -050 0,02 0,02
NO; (% g™) 051 052 002 003 3743 2248 098 0,69 0,06 0,03
N. total (% g™) 341 338 006 019 1346 2508 056 -0,37 0,23 0,16
FT (g Kg™h) 212 208 001 002 504 483 056 0,39 0,01 0,02
Prolina (umol g*) 344 654 029 0,39 6346 27,11 1,04 -0,09 6,01 5,40
A (umol m?s™) 11,10 1496 031 0,31 21,24 959 -0,30 -0,10 8,79 4,17
gs (umol m?s™) 0,12 0,21 001 001 4835 23,03 -0,10 0,22 0,01 0,01
ETR (umolm?s?) 87,86 104,73 265 269 2295 11,75 -0,70 -0,36 608,57 363,47
Algs (umol) 106,07 7534 555 352 39,85 21,42 1,04 058 283380 458,50

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), area foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo
da area foliar (RAF) (cm?g™), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm?®), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g
kg™), nitrato (NO3) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g™, fotossintese (A) (umol m™
s™), condutancia estomatica (gs) (umol m™ s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua
intrinseca (A/gs) (umol). Média (X), erro padrao da média (EP), coeficiente de varia¢@o (CV), assimetria (As), curtose (C).
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Tabela 2: Medidas de posicdo e dispersdo de café conilon, oriundas dos cruzamentos
120x109 (58 progenies — P1) e 109x120 (19 progénies — P2), referentes a segunda
avaliacao (dezembro//2015) — Incaper.

X EP cv As C
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
Comp (cm) 12,23 12,31 0,18 0,24 11,42 877 -045 0,78 3,58 2,20
L (cm) 5,33 566 0,08 013 1201 10,69 0,12 0,37 0,72 0,66
AFU (cm) 4573 4891 123 200 2054 1872 -0,04 0,85 153,60 145,83
AFT (cm?) 819,55 92546 32,70 56,15 30,38 27,80 -0,42 0,79 10583532 134410,03
CRP (cm) 50,75 52,45 1,36 219 20,38 19,16 -0,43 0,31 206,40 216,86
CE (cm) 5,02 530 013 0,16 2040 1388 048 -0,10 0,67 0,57
Esp (um) 24438 23581 285 4,11 888 798 005 -035 688,60 914,40
AFE (cm®g™) 123,66 110,80 1,88 242 11,59 10,02 0,37 0,10 304,70 291,59
RAF (cm?g™) 76,28 8390 159 420 1585 22,94 -0,09 0,83 187,31 169,18
Cl total (g kg™) 4,91 489 011 017 16,35 1579 0,03 0,25 1,31 1,20
Carot (g kg™) 1,07 1,04 002 003 1355 1279 0,02 0,04 0,04 0,04
NO; (% g™) 0,32 035 001 002 2874 2462 0,70 0,10 0,02 0,02
N. total (% g™ 4,67 461 006 016 9,78 16,02 -0,07 0,29 0,31 1,04
FT (g Kg™h) 2,09 2,17 0,03 0,07 1006 1483 0,06 -0,71 0,08 0,10
Prolina (umolg®) 10,71 11,38 042 0,79 29,77 31,94 061 0,87 17,42 19,98
A (umol m?s™) 6,54 7,39 0,27 061 31,27 37,9 -027 -0,13 8,94 16,32
gs(umol m?s™) 0,07 0,10 0,00 001 47,94 4564 032 0,24 0,00 0,00
ETR (umolm?s?) 80,61 69,14 1,84 3,87 17,38 2563 0,26 -0,04 333,18 579,64
Algs (umol) 96,38 76,17 2,78 3,89 22,00 2340 004 0,73 872,20 690,60

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), area foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razéo
da area foliar (RAF) (cmg™), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g kg™), nitrato (NOs) (% g™*), nitrogénio total
(N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g), fotossintese (A) (umol m™ s™), condutancia estomatica (gs) (umol
m? s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m™? s™), eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs) (umol). Média (X),
erro padréo da média (EP), coeficiente de variagdo (CV), assimetria (As), curtose (C).
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Tabela 3: Medidas de posicdo e dispersao de café conilon, oriundas dos cruzamentos
120x109 (58 progenies — P1) e 109x120 (19 progénies — P2), referentes a terceira avaliacdo
(abril/2016) — Incaper.

X EP cv As C
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2
Comp (cm) 9,30 897 012 024 975 1206 -0,26 -0,25 1,49 2,38
L (cm) 414 421 007 010 12,74 10,99 0,36 0,12 0,40 0,43
AFU (cm) 26,88 2639 0,76 1,31 2159 22,79 035 -0,09 47,55 69,67
AFT (cm?) 481,02 452,88 17,18 43,60 27,21 44,12 055 0,95 3034689  65900,04
CRP (cm) 33,74 3313 0,73 210 1647 29,03 033 0,35 63,30 135,29
CE (cm) 3,83 365 008 009 1675 11,17 0,30 042 0,42 0,20
Esp (um) 199,38 204,19 2,69 4,15 1026 9,31 0,24 0,98 605,80 406,80
AFE (cm?’g™) 120,53 11585 1,20 192 7,58 7,58 -0,44 0,63 126,96 108,28
RAF (cm®g™) 83,71 7417 2,05 227 1863 14,05 -0,19 -0,12 32558 236,24
Cl total (g kg™) 455 474 0,10 013 1658 1286 0,11 0,18 0,82 0,56
Carot. (g kg™) 0,82 0,86 002 002 1454 11,16 0,25 0,39 0,02 0,02
NOs (% g™) 0,57 035 002 003 2477 3632 037 098 0,04 0,02
N. total (% g™ 3,50 330 005 005 10,06 6,79 0,49 -0,46 0,21 0,11
FT (g Kg™h) 2,75 265 001 002 332 341 018 001 0,01 0,02
Prolina (umol g%) 5,74 508 038 025 5008 2289 029 026 9,91 3,14
A (umol m?s™) 5,33 362 027 055 3874 6982 -006 1,65 7,57 12,28
gs (umol m?s™) 0,07 0,07 0,00 0,01 5407 10505 0,19 1,28 0,00 0,00
ETR (umolm?s™) 4405 4591 150 3,43 2587 3424 -026 0,05 270,16 492,04
Algs (umol) 9356 79,65 4,83 1045 3935 60,12 1,08 0,18  1823,47 4160,15

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), area foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razéo
da area foliar (RAF) (cm’g™), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g kg™), nitrato (NOs) (% g™*), nitrogénio total
(N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g), fotossintese (A) (umol m™ s™), condutancia estomatica (gs) (umol
m? s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs) (umol). Média (X),
erro padréo da média (EP), coeficiente de variagdo (CV), assimetria (As), curtose (C).

Comparando-se as popula¢gbes 109x120 e 120x109, constata-se que em julho/2015
e dezembro/2015 a populacdo 109x120 prevaleceu com as maiores médias dentre as
variaveis analisadas. Porém em abril/2016 houve inversdo, com a, populacdo do
cruzamento 120x109 apresentando as maiores médias. Registra-se que no cruzamento
120x109, o clone 109 foi o doador de pdélen e o clone 120 a mée receptora com o évulo,
enquanto no cruzamento 109x120 essa condicdo foi inversa. Analisando as Figuras 1 e 2
dos dados climaticos, observa-se na terceira avaliacdo (abri/2016), periodo de maior
estresse hidrico, inversdo das maiores médias das variaveis entre as populagoes.

Analisando as caracteristicas dos clones 109 e 120 descritos por Ronchi; DaMatta
(2007), observa-se que o gendtipo 109, suscetivel a seca, mantem um controle deficiente da
transpiracdo, com seus estbmatos respondendo de forma limitada a reducdo da
disponibilidade de &gua no solo ou a demanda evaporativa da atmosfera. A desidratacéo
dos tecidos é acelerada sob deficiéncia hidrica, levando ao colapso do metabolismo,
culminando com perda consideravel da area foliar e, em Ultima instancia, comprometendo
irremediavelmente a produgdo. A exploragdo econémica desses clones requer, via de regra,
a implementacdo de irrigacdo, para que 0S mesmos apresentem exceléncia em
desenvolvimento e produtividade. O clone 120, tolerante a seca, possui sistemas radiculares

relativamente profundos, sensibilidade estomatica satisfatéria a disponibilidade hidrica, alta
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condutancia hidraulica, comportamento intermediario no que concerne a taxa de
desidratacdo de seus tecidos na seca. Com disponibilidade adequada de agua no solo,
esses clones aliam taxas de transpiracdo relativamente elevadas (e, portanto, maior influxo
de CO, para fotossintese) com répida reposicdo da agua transpirada. A medida que a
disponibilidade de &gua no solo diminui, o sistema radicular relativamente profundo
garantiria a manutencao parcial da absor¢éo da agua. Esse clone, possivelmente, tem certo
grau de tolerancia protoplasmatica (sistema antioxidante mais eficiente) a dessecacéo, o
que possivelmente previne o colapso do metabolismo celular. Normalmente, clones com
esse comportamento produzem satisfatoriamente tanto em condicbes de seca como
irrigadas, sendo, pois, denominados de clones de dupla aptidao, porém o clone 109 possui
melhor rendimento que o0 120 em condic¢des de irrigagéo.

Com uma melhor compreenséo individual dos clones, como exposto acima, verifica-
se que no periodo de maior hidratagdo das plantas, nos meses de julho/2015 e
dezembro/2015, as caracteristicas do clone 109 prevaleceram melhores. Verifica-se que o
clone 109, em todas as épocas, apresentou as maiores médias, para maioria dos

parametros, em relacéo ao clone 120 (Tabela 4, 5 e 6).

Tabela 4: Medidas de posicao e dispersao de café conilon, dos clones 109 (5 plantas) e 120
(5 plantas), referentes a primeira avaliagéo (julho/2015) — Incaper.

MEDIDAS X EP cv As
109 120 109 120 109 120 109 120

Comp (cm) 1327 1228 081 034 1359 611 -0,33 0,57
L (cm) 562 493 031 016 1251 742 -043 1,07

AFU (cm) 52,66 42,13 589 198 2503 1050 -0,23 1,10
AFT (cm?) 571,90 610,34 10528 104,32 41,17 3822 -054 -0,01
CRP (cm) 47,94 5551 4,82 524 2249 21,12 -064 -048
CE (cm) 424 360 018 030 967 1879 021 1,05
Esp (um) 24920 210,40 7,71 392 692 417 021 -1,92

AFE (cm’g™) 179,36 157,68 10,18 7,13 12,69 10,11 -0,88 -0,56
RAF (cm*g™) 67,66 70,75 540 9,19 17,85 29,03 -0,33 1,45

DLC (g cm?) 066 069 001 002 256 608 -008 0,71
Cl total (g kg™ 678 574 031 015 1026 568 079 127
Carot. (g kg™) 096 095 002 004 510 914 -029 -1,42
NO; (% g™) 071 072 017 025 5287 7753 024 0,40
N. total (% g™) 365 362 016 023 10,10 14,30 087 -1,06
FT (g Kg?) 211 220 004 003 464 304 127 042

Prolina (umol g™) 2,47 3,63 0,31 0,57 28,26 3511 0,51 0,78
A (umol m?s™) 777 740 062 052 17,81 1562 1,23 -1,59
gs (umol m?s™) 011 009 002 001 3546 2220 1,18 1,50
ETR (umolm?s™) 40,91 52,44 899 4,76 4912 2031 -0,28 -0,37

Algs (umol) 7593 8344 540 9,37 1589 2512 -0,81 0,32

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), &rea foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razéo
da area foliar (RAF) (cm?g™), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm®), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g
kg™), nitrato (NO3) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g™, fotossintese (A) (umol m?
s™), condutancia estomatica (gs) (umol m™ s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua
intrinseca (A/gs) (umol). Média (X), erro padrao da média (EP), coeficiente de variacédo (CV), assimetria (As).
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Tabela 5: Medidas de posicao e dispersao de café conilon, dos clones 109 (5 plantas) e 120
(5 plantas), referentes a segunda avaliacdo (dezembro/2016) — Incaper.

MEDIDAS X EP Ccv As
109 120 109 120 109 120 109 120
Comp (cm) 13,27 12,28 0,81 0,34 136 6,1 -0,33 0,57
L (cm) 5,62 4,93 0,31 0,16 125 74 -043 1,07
AFU (cm) 52,66 42,13 5,89 1,98 250 10,5 -0,28 1,10
AFT (cm?) 645,78 610,34 140,70 104,32 48,7 38,2 0,30 -0,01
CRP (cm) 22,00 20,40 0,96 1,15 98 126 -1,60 0,23
CE (cm) 3,68 2,70 0,13 0,08 7.6 6,3 1,29 -0,29
Esp (um) 238,40 219,60 6,91 12,04 65 123 -0,70 0,18

AFE (cm’g™) 118,17 14388 325 684 62 106 -153  -0,66
RAF (cm’gl) 161,00 251,92 42,32 5853 588 520 084  -0,82
Cl total (g kg™ 547 598 044 035 180 129 1,29  -0,42

Carot. (g kg™) 1,11 1,18 008 005 157 100 1,10 091
NO; (% g™) 015 023 002 003 229 260 1,00 035
N. total (% g™ 331 332 016 009 108 58 -095 0,86
FT (g Kg?) 202 221 005 008 58 79 -135 090

Prolina (umol g™) 2,71 3,58 0,39 0,63 31,9 39,6 -0,53 0,67
A (umol m?s™) 763 672 095 0,74 280 245 -025 -0,82
gs (umol m?s™) 0,07 006 001 001 363 276 -1,42 0,14
ETR (umolm?s™) 69,59 66,85 6,96 4,87 224 163 141 -1,70

Algs (umol) 111,38 123,22 7,23 7,77 145 141 -038 0,72

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), area foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo
da area foliar (RAF) (cm?g™), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g kg™), nitrato (NOs) (% g™*), nitrogénio total
(N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g), fotossintese (A) (umol m™ s™), condutancia estomatica (gs) (umol
m? s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs) (umol). Média (X),
erro padrdo da média (EP), coeficiente de variagdo (CV), assimetria (As).

Tabela 6: Medidas de posigéo e dispersdo de café conilon, dos clones 109 (5 plantas) e 120
(5 plantas), referentes a terceira avaliacdo (abril/2016) - Incaper.

MEDIDAS X EP cv As

109 120 109 120 109 120 109 120
Comp (cm) 11,48 864 044 026 867 684 036 -0,36
L (cm) 511 369 030 013 1324 7,71 027 047
AFU (cm) 4112 22,10 4,06 143 2206 1448 042 0,17
AFT (cm?) 402,88 37573 77,81 47,15 4318 28,06 -0,17 0,91
CRP (cm) 32,57 31,89 4,04 243 27,76 17,03 -0,74 -0,14
CE (cm) 585 304 104 014 3986 10,12 004 091
Esp (um) 190,40 164,80 6,76 9,52 7,94 12,92 127 -045

AFE (cm’g™) 158,06 175,75 12,15 596 17,18 7,58 -1,13 -0,22
RAF (cm®g™) 105,30 77,94 2056 4,23 43,66 12,12 159 0,38
Cl total (g kg™) 565 453 0,63 022 24,81 1062 125 1,07

Carot. (g kg™) 1,03 083 009 004 2025 994 037 -1,03
NO; (% g™) 039 058 006 015 3307 5680 -0,31 -0,28
N. total (% g™ 286 302 009 026 713 19,58 -0,26 -0,49
FT (g Kg?) 2,78 265 012 001 956 1,11 072 049

Prolina (umol g*) 2,39 249 031 051 2873 4565 1,03 1,31
A (umol m?s™) 396 351 093 070 5242 4452 -039 0,63
gs (umol m?s™) 0,08 005 001 001 3877 5257 -1,20 0,50
ETR (umolm?s™) 36,07 32,01 3,88 239 2402 16,71 052 0,46
Algs (umol) 51,02 74,39 6,74 10,29 29,52 30,93 -0,32 -0,52

Comprimento (Comp) (cm), largura (L) (cm), area foliar unitaria (AFU) (cm), area foliar total (AFT) (cm?), comprimento do ramo
plagiotrépico (CRP) (cm), comprimento entrenddio (CE) (cm), espessura (Esp) (um), area foliar especifica (AFE) (cm?g™), raz&o
da area foliar (RAF) (cm?g™), clorofila total (C. total) (g kg™), carotenoide (Carot) (g kg™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total
(N. total) (% g™, fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g?), fotossintese (A) (umol m? s™), condutancia estomatica (gs) (umol
m? s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs) (umol). Média (X),
erro padrdo da média (EP), coeficiente de variagdo (CV), assimetria (As).
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E importante considerar que ambos estavam plantados em uma éarea irrigada e
sombreada, e constatou-se que o clone 109 possui melhores caracteristicas
morfofisioldgicas que o clone 120, sem condi¢des de estresse. Silva et al. (2013) estudando
os clones 109 e 120, com irrigacao e com déficit hidrico, verificaram que com hidratacdo, os
clones 109 apresentaram melhores caracteristicas morfofisiolégicas que o 120, porém
quando submetidos ao estresse hidrico, o clone 120 destacou-se.

Analisando as progénies, observa-se que houve comportamento similar aos pais,
demonstrando que no periodo de maior hidratacéo (julho e dezembro de 2015) a populacdo
109x120 apresentou as maiores médias (para maioria das variaveis), tendo o clone 109
como mae, entretanto em abril de 2016, periodo critico da seca, a populagdo 120x109
apresentaram as maiores médias (maioria das variaveis), tendo o clone 120 como mae.
Mediante as observagbes apresentadas acima pelos cruzamentos reciprocos, ha uma
grande possiblidade que as populacdes estudadas neste experimento possuem heranga
materna extracromossomica, principalmente devido as explicagbes de Ramalho et al. (2001)
gue descreveram que se a heranca de um determinado carater é controlada por genes
nucleares, os resultados de um cruzamento e seu reciproco serdo similares. Caso haja
efeitos citoplasmaticos os resultados dos cruzamentos reciprocos serdo diferentes, onde o
fen6tipo dos descendentes sera influenciado pelo genitor feminino que contribuiu com o
citoplasma, fato este observado no presente trabalho, ja que a média dos reciprocos foi
diferente (Tabela 1, 2 e 3).

Bordallo et al. (2005), trabalhando com andlise dialélica de gendtipos de milho doce e
comum para caracteres agronébmicos e proteina total, conseguiram encontrar efeito no
cruzamento, com o genitor feminino contribuindo com sua heranga materna, ao observarem
diferencas significativas no cruzamento reciproco para caracteristica estande do milho.

IIDA et al., 2007 estudando a heranca materna para tolerancia a seca em uma planta
aquética hibrida natural, Potamogeton anguillanus conseguiram identificar diferengas no
cruzamento reciproco, M-hibridos e P. malaianus (progenitor mae) formaram mais brotos
terrestres e exibiram maior sobrevivéncia do que P-hibridos e P. perfoliatus (progenitor pai)
em experimentos de seca.

Latzel et al 2010 estudando os efeitos maternos em duas espécies de Plantago,
forneceram algumas evidéncias de que efeito materno pode ser adaptativo para P.
lanceolata, uma vez que a progénie produziu mais biomassa foliar quando cultivada nas
mesmas condi¢des de sua mée. Concluiram que a heranca materna poderia ser aplicada na
agricultura ou na ecologia da restauragéo.

A heranga materna plastidica em C. arabica foi sugerida com base em evidéncias
citolégicas de microscopia de epifluorescéncia (CORRIVEAU; COLEMAN, 1988). Utilizando

a andlise de fragmentos de endonuclease de restricdo do genoma cpDNA, Berthou et al.
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(1983) também relataram heranca materna em um hibrido interespecifico entre C.
canephora e C. arabica. No entanto, a baixa sensibilidade dessas analises de restricdo a
pequenas quantidades de DNA e o fato de que apenas uma &rvore hibrida foi analisada,
colocaram em duvida a respeito desta heranca. Por isso Lashermes et al. (1996) resolveram
determinar o modo de heranca de cpDNA com objetivo também de estimar a variagdo do
genoma de cpDNA entre hibridos interespecificos entre C. arabica e C. canephora, e em
uma progénie intraespecifica de C. canephora. Utilizaram andlise de restricdo de fragmentos
intergénicos amplificados por PCR em DNA de cloroplasto e constataram que a heranca
plastidica nesta espécie é estritamente materna e detectaram a baixa variacdo de DNA
cloroplatidico em Coffea, propuseram também a possibilidade de estudos em regies mais
variaveis, tais como introns e espacos intergénicos (ITS). No ano seguinte Lashermes et al.
(1997) publicou um artigo trabalhando com ITS em Coffea e confirmaram um alto nivel de
variagao, o suficiente para tornar o ITS uma ferramenta Util para a reconstrucéo filogenética.

Os resultados encontrados aliados aos de outros autores evidenciam que as maiores
médias das progénies oriundas do cruzamento 120x109 (120 genitor materno e tolerante a
seca) no periodo de maior estresse hidrico, colaboram com a hipotese de presenca de
heranca materna cloroplastidial nas progénies, manifestado pela caracteristica de tolerar
mais a seca.

Silva et al. (2013) estudando os clones 109 e 120, com irrigacéo e com déficit hidrico,
verificaram também que o clone 120 apresentou maior densidade do lenho caulinar (DLC)
que o 109, independente da condicdo de hidratacdo. Em nossos resultados o clone 120 em
condicdes de irrigagdo (Tabela 4) também apresentou maior DLC. Esta caracteristica parece
ndo ter relagdo com a heranca materna cloroplastitica nas progénies, ja que o 120x109
apresentou maior DLC, na primeira avaliacdo (julho/2015), quando as plantas estavam com
maior hidratacéo, o que sugere que seja um parametro controlado por genes nucleares.

As variaveis estudadas neste capitulo estdo relacionadas ao aparato fotossintético
das plantas, por isso, que a maioria dos parametros, demonstraram prospec¢ao a heranca
materna cloroplastidica. O cloroplasto possui cerca de 600 a 5000 proteinas em seu interior,
sendo a maioria codificada pelo genoma nuclear, que sdo enderecadas ao plastoma
(estroma do cloroplasto), responsavel por codificar em torno de 120 proteinas (MCFADEEN,
1999). A localizacdo de genes codificados pelo genoma nuclear leva a conclusdo da
existéncia de um complexo mecanismo de sinalizagdo e coordenacdo entre as organelas
celulares, como o cloroplasto (MOCHIZUKI et al., 2001). Possivelmente, os genes do
cloroplasto e/ou sua interacdo através da sinalizagdo com o0 genoma nuclear possa
influenciar o clone 120 na manifestacao de melhores caracteristicas fotossintéticas para o

desenvolvimento em ambientes com estresse hidrico, como verificado neste estudo.
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Além das variacdes nos genes dos cloroplastos para toleréncia a seca, € possivel
também a ocorréncia de heranca materna epigenética no experimento, que pode gerar
variacdes fenotipicas adaptativas (GRANT-DOWNTON; DICKINSON, 2006). No caso da
hibridacdo interespecifica de plantas silvestres, tais efeitos maternos desempenham um
papel importante na aptidao dos hibridos, com consequéncias notaveis para a dindmica das
zonas de hibridizagdo. A sobrevivéncia dos hibridos pode depender da direcdo dos
cruzamentos e das interacdes genoétipo e meio ambiente que estdo envolvidas na aptiddo
hibrida (CAMPBELL; WASER 2001; KIRK et al., 2005).

O ambiente materno experimentado por um organismo em desenvolvimento pode
desempenhar um papel critico na formacéo de padrées adultos de comportamento. Além
disso, pode haver transmisséo desses efeitos para as geragfes subsequentes através de
alteracbes no comportamento reprodutivo da prole. Assim, o cuidado materno pode ser
transmitido das maes as filhas e as netas (CHAMPAGNE, 2008).

Estes relatos sdo muito importantes, pois abre a possibilidade de um estudo mais
aprofundado do DNA cloroplastidico no clone 120, para identificar as possiveis regides
moleculares e/ou genes envolvidos no melhor desempenho das plantas em condi¢des seca.
Assim como a possibilidade de estudo de heranga materna epigenética, para observar os
padrées de metilagdo para os clones mais tolerantes. E possivel ressaltar a importancia do
estudo em outros clones que tenham manifestado maior tolerdncia a seca, ja que
Lashermes et al. (1997) mencionaram uma grande variacdo no DNA cloroplatidico do café.
Estes estudos contribuirdo para conhecimento e selecao de regides genéticas envolvidas no
mecanismo de toleréncia e resisténcia a seca, importantes para um futuro melhoramento
genético de plantas, envolvendo tecnologias de DNA recombinante através de DNA
cloroplatidico.

3.3.3. Andlises descritivas das variaveis morfofisiol6gicas

No geral, verifica-se que de julho de 2015 a abril de 2016 (Tabela 1, 2 e 3) houve
uma grande diminuigédo de A e gs, em concomitancia com redugédo de Comp, L, AFU e AFT.
Segundo DaMatta, (2003), em condi¢Bes de déficit hidrico no solo, a curto prazo, a reducéo
do rendimento pode estar relacionada com a reducdo da condutancia estomética (gs) e
concomitantemente menor taxa de assimilacdo liquida de carbono (A). No entanto, na
maioria dos casos e particularmente em estresse prolongado, uma area foliar menor e uma
distribuic@o alterada de assimilados entre os 6rgéos arbOreos parecem ser mais diretamente
responsaveis pelo menor rendimento da cultura.

Observou-se maiores médias na populacdo 120x109 em relacdo a 109x120, em

abril/2016, para as caracteristicas Comp, AFU, AFT e RAF (Tabela 3), conclui-se que nesta
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condicdo de estresse hidrico, houve uma menor inibicdo da ampliagdo e crescimento
celular. Notou-se também a mesma média de gs nas duas populagbes, porém a populagéo
120x109 apresentou maior média de A. Segundo Jaleel et al. (2009), Farooq et al. (2009) o
déficit hidrico, promove a reducdo do crescimento das plantas, afetando varios processos
fisioldégicos e bioquimicos, como pbéde ser observado das andlises de julho de 2015 a abiril
de 2016, com alteracdo de parametros importantes para desenvolvimento da planta.
Entretanto, a populagdo 120x109 conseguiu manter melhores caracteristicas
morfofisioldgicas no periodo de maior seca (abril/2016). O desenvolvimento da area foliar
ideal é importante para a fotossintese (A) e o rendimento da matéria seca.

Comparando-se as trés épocas de coletas de dados nas duas populacdes, para as
variaveis Cl. total e Carot, nota-se que apenas de julho a dezembro/2015 ocorreu aumento
das concentragbes de ambas. Entretanto, as médias apresentadas em abril/2016 foram
maiores que em Julho/2015, e a populacdo 120x109 apresentou as maiores médias.
Segundo Havaux, (1998) e Kiani et al. (2008) o estresse hidrico, entre outras mudancas,
tem a capacidade de reduzir as concentragdes teciduais de clorofilas e carotenoides,
principalmente com a producdo de ROS nos tilacoides (NIYOGI, 1999; REDDY et al., 2004).
Fato este pouco evidenciado no presente trabalho, devido as maiores médias apresentada
nas variaveis Cl. total e Carot, no periodo critico de seca (abril/2016).

Explorando melhor as Tabelas 1, 2 e 3, alguns parametros apresentaram uma maior
variabilidade entre os individuos, dado que pode ser verificado pelo coeficiente de variacao,
isso demonstra que existem individuos nas populagbes estudadas que sdo bastante
distintos entre si. Entre as épocas de estudo, abril/ 2016, apresentou as variaveis com maior
coeficiente de variacao (CV), (diferenca de 7,58 para AFE a 105,05 para gs), destacando-se
a AFT, AFU, NOs;, prolina, A, gs, ETR e A/gs. Medri (2011) relatou que uma distribuicédo é
homogénea quando a variabilidade relativa expressa pelo coeficiente de variacdo, nao
ultrapassar a 20%. Este resultado observado é muito valioso, pois as plantas foram
cultivadas sob um periodo de seca e ainda assim apresentaram essa grande variagdo de
valores entre os parametros avaliados, o que pode ser favoravel na sele¢cdo de gendtipos
que possuem maior aptidao para tolerar a seca com caracteristicas adequadas ou ndo para
o desenvolvimento em condicdo de seca.

Segundo Guedes et al. (2010) o coeficiente de variacdo além de avaliar a
homogeneidade do conjunto de dados também averigua se a média € uma boa medida para
representar os dados, compara conjuntos com unidades de medidas distintas. Sua
desvantagem é que deixa de ser (til quando a média estd proxima de zero, pois pode
inflacionar o CV, fato este que pode ser observado na variavel condutancia estomatica (gs)

do presente trabalho, que apresentaram alto CV, porém a média é proxima de zero.
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As medidas de dispersdo sao tdo importantes quanto as medidas de tendéncia
central para se descrever o conjunto de dados adequadamente. Indicam se os dados estéo,
ou ndo, préoximos uns dos outros. Embora essas medidas possibilitem descrever
estatisticamente um conjunto de dados, é importante também verificar o comportamento da
distribuicdo, podendo ser simétrica (forma de sino), assimétrica positiva (distribuicdo a
direita) e assimétrica negativa (distribuicdo a esquerda). O grau da assimetria da distribuicdo
foi calculado utilizando-se a medida estatistica adimensional denominada de Coeficiente de
Assimetria de Pearson (As), sendo que uma distribuicdo perfeitamente simétrica, o valor de
As é zero; se, 0,15 < As < 1, a assimetria € considerada moderada; se As > 1, é forte
(GUEDES et al., 2010).

A grande maioria das varidveis em todas as épocas apresentaram assimetria
moderada nas duas populagdes 109x120 e 120x109, com excec¢do das variaveis prolina e
Algs, em julho/2015; A/gs em dezembro de 2015 para a populagédo 109x120; A/gs em abril/
2016 para populacdo 109x120 e A e gs para 120x109, que apresentaram valores acima de
um.

Outra forma de avaliar a distribuicdo dos dados é através da medida estatistica
adimensional denominada de Coeficiente de Curtose, que é o grau de achatamento de uma
distribuicdo em relacdo a uma distribuicdo padrdo, denominada de curva normal. Se C =
0,263 tem-se uma curva mesocurtica ou normal, se C < 0,263 a curva é leptocurtica e se C
> 0,263 a curva € platicurtica.

Observando as Tabelas 1, 2 e 3, com as medidas descritivas, verifica-se que a
maioria dos parametros possui um tipo de curva platicurtica, frequéncias mais abertas,
existindo algumas com curva do tipo leptocurtica. A tendéncia da grande maioria dos dados
serem platicurtica é muito importante, pois através dessa medida confirma-se variagcéo entre
os individuos para cada variavel.

Outra forma de avaliar o comportamento do conjunto de dados é através dos gréaficos
box plot, os cinco itens ou valores: o menor valor, os quartis (Q1, Q2 e Q3) e o0 maior valor,
sdo importantes para dar uma ideia da posicdo, dispersdo e assimetria da distribuicdo dos
dados. Na sua construgcdo sdo considerados os quartis e os limites da distribuicéo,
permitindo uma visualizacdo do posicionamento da distribuicdo na escala da variavel.
Analisando os gréficos box plot (Figura 3), observa-se mais claramente as diferencas na
maioria dos parametros entre as épocas de avaliagbes, como por exemplo, as
caracteristicas Comp, L, AFU, AFT, CE, RAF, Carot., NO3, N. total, FT, prolina, A, gs e ETR.
Estes resultados confirmam que a maior discrepancia dos dados entre as épocas avaliadas
foram os apresentados no més de abril de 2016, maior periodo de seca.

Analisando os dados descritivos e os graficos box plot, nota-se uma diferenca na

fenologia das plantas no decorrer do tempo em que passaram de déficit hidrico. De julho de
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2015 a abril de 2016, por exemplo, a AFT passou de 924,04 (populacdo 109x120) e 851,87
(populagdo 120x109) para 481,02 (populacdo 109x120) e 452,88 (populagdo 120x109)
respectivamente e a A passou de 11,10 (populacédo 109x120) e 14,96 (populacdo 120x109)
para 5,33 (populacdo 109x120) e 3,62 (populacédo 120x109) respectivamente.

Além do Coeficiente de Assimetria de Pearson, na avaliacdo da assimetria da
distribuicdo, é possivel também observar este comportamento através dos graficos box plot.
Se a amplitude for muito maior que a distancia interquartilica e a mediana estiver mais
proxima do 1° quartil, h& forte indicagdo de assimetria positiva e do que 3° quartil assimetria
negativa, indicando grande disperséo das observagbes (MEDRI, 2011). Na figura 3, pode-se
observar que muitas variaveis, nas diferentes épocas, apresentaram este comportamento,

confirmando a variagdo dos dados ao longo de todo experimento.
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Figura 3: Variagdo observada nos parametros através do gréafico box plot nas populacdes
109x120 e 120x109. (a) Comp (cm), (b) L (cm), (c) AFU (cm), (d) AFT (cm2), (e) CRP (cm),
(f) CE (cm), (g) Esp (um), (h) AFE (cm®g™), (i) RAF (cm?g™), (j) DLC (g cm®), (k) C. total (g
kg™), (I) Carot (g kg™), (m) NO3 (% g™), (n) N. total (% g™), (0) FT (g Kg™), (p) Prolina (umol
g™, (q) A (umol m?s™), (r) gs (umol m? s%), (s) ETR (umol m? s™), (t) A/gs (umol).

Neste experimento, foi possivel sugerir a heranca materna para tolerancia a seca,
abrindo possibilidades de estudos mais aprofundados na gendémica do DNA cloroplastidico,
com a possibilidade de entendimento do efeito epigenético na adaptacdo das plantas em
condi¢cbes de estresse hidrico para heranca materna. A populacdo 120x109 conseguiu
manter melhores caracteristicas morfofisiolégicas no periodo de maior seca (abril/2016), ndo
apresentando diminuicdes nas concentragdes Cl. total e Carot, indicando menor producédo
de ROS nos tilacdides. Apresentaram também maior média na assimilacdo de CO, (A), com
a mesma meédia de condutancia estomatica (A/gs) nas duas populagbes. Foi possivel
identificar grande variabilidade entre os individuos e nas épocas de avaliacdo,

principalmente, através do coeficiente de variagdo (CV) e pelos graficos box plot.
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IV. CAPITULO 2: AVALIACOES MORFOFISIOLOGICAS EM PROGENIES DE CAFE
CONILON PARA SELECAO DE GENOTIPOS COM TOLERANCIA A SECA.

RESUMO

O café € um produto de grande importancia comercial para o Brasil e muitos outros paises,
tendo o café conilon destaque de desenvolvimento e produtividade no estado do Espirito
Santo. Porém, nos dois Ultimos anos, esta cultura tem sofrido com o déficit hidrico,
ocasionado pela falta de chuvas e aumento da temperatura do ambiente, desencadeando
em decréscimo na producédo das lavouras. Por isso, os programas de melhoramento, cada
vez mais, tem tido interesse na selecao de plantas mais tolerantes a seca para auxiliar os
produtores que vém sofrendo com as perdas na producao. Assim, o objetivo deste capitulo
foi avaliar duas populacdes de C. canephora (109x120 e 120x109), com genétipos parentais
contrastantes a seca, 109 suscetivel e o 120 tolerante, para verificar a dissimilaridade entre
os individuos, estudar as variaveis mais importantes na avaliagdo em condi¢cdes de déficit
hidrico, para identificar individuos que respondem por maior tolerancia a seca. Foi possivel
determinar alguns genoétipos superiores, que passaram pela seca com maior tolerancia,
como 0s apresentados nos grupos 3, 5 e 7 em abril/2016, sendo representados pelos
individuos 1, 2, 12, 13, 17, 26, 28, 50 e 58. Estes demonstraram caracteristicas de
desenvolvimento importantes para um programa de melhoramento genético de plantas,
possuindo potencial para bons rendimentos em condigbes de limitacdo de agua. Os
gendtipos 1, 26, 56 e 58 exibiram maior dissimilaridade, tendo o individuo 56 mais
caracterizado como suscetivel a seca e 0os outros como tolerantes, estando incluidos dentro
dos grupos selecionados. As variaveis AFE, RAF, A, ETR, gs e A/gs, foram as mais
relevantes para discriminar os genétipos mais tolerantes a seca. Foi possivel identificar
também outros individuos que possuiram algumas caracteristicas semelhantes com os
grupos selecionados e, que, merecem ser melhor explorados, como os individuos 8, 9, 14,
22, 25, 29 para tolerancia e os genotipos 20, 21, 23, 31, 32, 33, 34, 35 para suscetibilidade a

seca.
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4.1. INTRODUCAO

O café é um dos produtos agricolas mais importantes do comércio mundial,
destacando-se como fonte de renda em diversos paises, especialmente no Brasil, que
sempre liderou a posi¢cao de maior produtor. Entretanto esta cultura tem sofrido com o déficit
hidrico, que constitui o principal determinante ambiental que limita o crescimento e a
produtividade das culturas agricolas em todo o mundo (CHAVES et al., 2009), podendo ser
superior aos danos oriundos de todos os outros fatores bidticos e abidticos em conjunto
(LAMBERS et al., 2008).

Em anos muito secos, a produtividade do café pode ser reduzida em até 80%, caso
ndo seja adotada a irrigacdo (DAMATTA; RAMALHO, 2006). Nos dois ultimos anos houve
um decréscimo de aproximadamente 50% na producdo das lavouras do café conilon do
estado do Espirito Santo, devido ao aumento médio da temperatura durante o dia de até
3°C, aliado a reducdo média da precipitacdo pluviométrica entre 30 e 60% nas diferentes
regides e a deficiéncia de irrigagéo por falta de agua nos mananciais (CONAB, 2016).

Dessa forma, a capacidade de adaptacédo e aclimatagdo a baixa disponibilidade de
agua, bem como a capacidade de recuperagcdo apos periodos de desidratacdo, reveste-se
de grande importancia para o crescimento e a produtividade desta cultura (GALLE; FELLER,
2007). Estes fatores demonstram a importancia do estudo de caracteristicas
morfofisioldgicas para selecdo de plantas mais tolerantes a seca para que possam ser
utilizadas em programas de melhoramento genético.

Os requisitos para obtencdo de ganhos em um programa de melhoramento estéo
relacionados a existéncia de variabilidade genética e utilizacdo de estratégias de
melhoramento alinhadas as demandas, como o desenvolvimento de cultivares resistentes a
periodos de seca severa e que apresentem rendimentos aceitaveis em condi¢cdes de
limitacdo de agua. Dentro deste contexto, o Incaper em seu programa de pesquisa vem
selecionando materiais genéticos possuidores de caracteristicas agrondmicas de interesse e
tolerAncia a seca. Estudos com os clones selecionados mostram que a producao
relativamente elevada sob seca o fazem via manutenc¢do do status hidrico adequado (por
meio da combinacao de sistemas radiculares profundos e controle estomatico satisfatorio da
transpiracdo) e manutencdo da area foliar com folhas com orientagdo mais verticalizada.
Além disso, caracteristicas bioquimicas seriam também importantes, como a existéncia de
sistema antioxidativo mais robusto e manutencdo da capacidade de exportagdo, o que
permitiria, por exemplo, o crescimento radicular e, assim, maior acesso a horizontes mais
profundos do solo, de modo a aumentar a absor¢do de agua (RONCHI; DAMATTA, 2007).

Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar duas popula¢cdes de C. canephora

(109x120 e 120x109), com gendtipos parentais contrastantes a seca, 109 suscetivel e 0 120
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tolerante, para verificar a dissimilaridade entre os individuos, estudar as variaveis mais
importantes na avaliacdo em condi¢cdes de déficit hidrico, para identificar individuos que

respondem por maior toleréncia a seca.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material genético

Os materiais genéticos utilizados neste trabalho foram obtidos e cedidos pelo
programa de Melhoramento de Café do Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica
e Extensdo Rural (Incaper). O trabalho foi conduzido na Fazenda Experimental de
Marilandia, pertencente ao Incaper, que esta localizada no municipio de Marilandia, regido
Noroeste do Estado do Espirito Santo. O local do experimento, segundo a carta
agroclimatica do Espirito Santo (Feitosa, 1986) apresenta latitude de 19°24‘ sul e longitude
de 40°31° oeste, altitude de 104 m, solo classificado como cristalino, com baixa fertilidade,
precipitacdo pluviométrica anual de 1.100 mm, temperatura média anual de 24°C, umidade
relativa média do ar de 74% e topografia ondulada acidentada, caracteristica da regido.

Foram avaliadas familias de irmaos completos oriundas de cruzamentos controlados
entre clones de C. canephora.

As progénies dos cruzamentos entre os clones 120x109 (58 progénies) / 109x120
(19 progénies) foram levadas a campo em agosto de 2008 e Maio de 2009,
respectivamente, no espacamento de 3,0 x 1,0 m. Os progenitores dos cruzamentos séo
clones de café Conilon com caracteristicas de interesse para a cafeicultura, sendo: I); clone
109: clone de café conilon, porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem e a seca;
[I) 120: clones de café Conilon de porte médio, maturacdo média, suscetivel a ferrugem,
vigoroso e tolerante a seca.

O experimento foi conduzido sem irrigacdo. As adubaces, podas, desbrotas, tratos
culturais e fitossanitarios seguiram as recomendacfes técnicas da cultura (Ferrao et al.,
2007, 2012).

4.2.2. Epoca de avaliagdo

Os dados experimentais deste estudo foram coletados por planta e em trés épocas
distintas, entre julho/2015 a abril/2016: 12) 14/07 a 21/07/2015, 2%) 10/12 a 18/12/2015 e 3?)
21/04 a 27/04/2016.

Em cada época foram tomados dados de caracteristicas morfologicas, fotossintéticas

e de composicdo quimica dos tecidos foliares.
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4.2.3. Caracteristicas Morfolégicas

Foram selecionados dois ramos plagiotrépicos em cada época de andlise, que
melhor representasse a planta e seguiu-se o padréo de coleta, no oitavo ramo plagiotrépico
(contando de cima para baixo), estando sem frutos. Nestes foram avaliados o comprimento
(Comp) do ramo e comprimento entrenédio (CE), através da contagem do numero de
rosetas. Nas folhas dos dois ramos foram calculados a area foliar total (AFT) e &rea foliar
unitaria (AFU), seguindo o modelo proposto por Antunes et al., (2008). Foram coletadas
também quatro folhas indices, no terceiro ou quarto par do ramo plagiotropico, por planta,
para célculo da area foliar especifica (AFE), para tal vinte discos foliares com 1,5 cm de
didmetro (SILVA et al.,, 2013) e mediu-se a espessura destas folhas com auxilio de
Paquimetro Inox Digital 150 Mm 684132 - Lee Tools.

Nas analises de Julho de 2015, as progénies foram podadas, por isso a densidade
do lenho caulinar (DLC), no ramo ortotrépico foi realizada, seguindo o modelo proposto por
Silva et al. (2013). Para todas as coletas realizadas, houve a avaliagdo da massa seca,
folhas, ramos plagiotropicos, ramos ortotrépicos e discos foliares, colocados em estufa a 60°
C por uma semana e pesados em balanca semi analitica Marte ad200.

Através destas avaliagfes foi possivel estimar a razdo da area foliar (RAF).

4.2.4. Medicdes fotossintéticas

As avaliacGes das trocas gasosas foram realizadas em folhas do terceiro ou quarto
par do ramo plagiotrépico, a partir da mensuracdo da assimilacdo liquida de CO, (A), a
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a taxa de transporte de elétrons (ETR).
Estas avaliagfes, foram medidas entre os horarios de 08:00-11:00 h, em sistema aberto,
sob luz e concentragdo de CO, ambientes e pressdo parcial de CO, de 40 Pa sob PAR
artificial, isto & 1200 e 200 pmol ms™ ao nivel da folha, em analisador de gas infravermelho
(IRGA) modelo Li 6400XT, Li-Cor, Lincoln, EUA. De posse destes dados, foram

quantificadas a eficiéncia no uso da agua intrinseca (A/gs).

4.2.5. Composicao quimica dos tecidos foliares

A maioria das analises quimicas seguiram os procedimentos descritos em Poorter;
Villar (1997), com algumas modificacdes. Foram coletadas quatro folhas do terceiro ou
quarto par do ramo plagiotropico, em seguida foram armazenadas em freezer -80°C,

liofilizadas e maceradas com gral e pistilo.
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4.2.5.1. Quantificag&o de clorofilas e carotenoides totais

Foram pesados 25 mg de tecido foliar liofilizado/ triturado em tubos de 2 mL e
adicionado 1,5 mL de acetona 80% v/v, levou-se ao vértex para homogeneizar e segui-se a
centrifugagdo por 5 minutos a 13600 rpm (Thermo Scientific - Heraeus Pico e Fresco).
Transferiu-se 1 mL do extrato para novos tubos de 2 mL e realizou-se a leitura da amostra
em absorbancia de 470 nm, 646,8 nm e 663,2 nm no espectrofotbmetro. O extrato ficou
muito concentrado, por isso foi feito uma diluicdo de 80 pL do extrato com 920 pL de
acetona 80% e novamente realizou-se a leitura no espectrofotbmetro. Os valores de
absorbancia esperados estédo entre 0,2 nm e 0,8 nm (LICHTENTHALER, 1987).

As concentragfes de clorofila e de carotenoides (em ng/L) foram calculadas
utilizando-se as seguintes formulas:

Clorofilaa=Ca= 12,25 A663,2 — 2,79 A646,8

Clorofilab = Cb = 21,50 A646,8 — 5,10 A663,2

Clorofilas totais = C(a+b) = 7,15 A663,2 + 18,71 A646,8

Carotenoides (xantofilas + carotenos) = (1000 A470 — 1,82 Ca — 85,02 Cb) / 198

Para determinacéo da clorofila e carotenoides na amostra, levou-se em consideracao
a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicbes e a quantidade do extrato

utilizado para fazer a leitura no espectrofotémetro.

4.2.5.2. Quantificacdo de nitrogénio nitrico

A quantificacdo de NO; foi realizada conforme Cataldo et al. (1975), com algumas
modificacBes. Para o preparo do extrato bruto, foram pesadas 0,1 g de folhas liofilizadas/
trituradas em tubos de ensaio e adicionados 1 mL de etanol absoluto e 10 mL de agua
destilada, levou-se ao banho-maria a temperatura de 45°C por 60 minutos. Ao esfriarem os
tubos, foi adicionado aproximadamente 250 mg de carvao ativo, agitado e filtrado em papel
de filtro lento (esta etapa foi repetida até obter um filtrado cristalino).

As concentrac¢des da curva padrdo foram de 0 ppm, 5 ppm, 10 ppm, 25 ppm, 50 ppm
e 100 ppm, utilizando-se como solucdo estoque de referéncia o nitrato de potassio na
concentracdo de 0,1628%. No preparo da amostra para leitura no espectrofotébmetro, foram
utilizados 20 pL do extrato bruto, 80 pL de &cido salicilico 5% em &cido sulfarico absoluto e
1900 pL de hidroxido de s6dio 2N em tubos de 2 mL. Ap6s 30 minutos de repouso, foi feita
leitura da absorbancia da amostra em espectrofotémetro a 410 nm.

Para determinacdo exata de NO3; ha amostra, levou-se em consideracdo a equacao
da curva padréo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicbes e a quantidade

do extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotémetro.
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4.2.5.3. Quantificacdo nitrogénio organico NH, "

Para o preparo do extrato bruto, foram pesadas 0,1 g de folhas liofilizadas/ trituradas
em tubos digestor e adicionados 1 mL de &cido sulfdrico P.A. (deixados aproximadamente
12 horas para uma pré-digestdo). Apos este periodo foram adicionados 1 mL de peroxido de
hidrogénio 35% e as amostras foram colocadas em um bloco digestor, elevando a
temperatura lentamente até atingir 300°C, mantendo-se nesta temperatura por 30 minutos.
Esperou-se esfriar até 150°C, aos tubos que apresentaram extrato amarelo ou preto, foi
adicionado novamente 1 mL de perdxido de hidrogénio e levados novamente para digestdo
da amostra, subindo a temperatura do bloco digestor até atingir a 200°C e mantendo-se esta
temperatura por 15 minutos para terminar de clarificar as amostras. Apds o0s extratos
esfriarem, foram adicionados 24 mL de agua destilada em cada tubo e homogeneizados em
vortex.

As concentracdes da curva padréo utilizadas foram de 0 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm,
6 ppm e 8 ppm, utilizando-se como solugdo estoque de referéncia o sulfato de aménio na
concentracéo de 0,025%. Para o preparo das amostras foram utilizados 100 pL do extrato,
3,9 mL de &gua destilada, 500 pL de tartarato de sodio 10% e 500 pyL de reagente de
Nessler, em tubos de ensaio de 5 mL. Apés 20 minutos de repouso, foi feita leitura da
absorbancia da amostra no espectrofotdmetro a 480 nm.

Para determinacdo de NH, na amostra, levou-se em consideracdo a equacéo da
curva padréo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, as diluicdes e a quantidade do
extrato utilizado para fazer a leitura no espectrofotometro.

De posse dos valores de NH; e NOs, foi calculada a quantidade de nitrogénio total

(N. total), através da soma na forma organica e nitrica.

4.2.5.4.Preparo do extrato etandlico para determinacdo de compostos fendlicos e

aminoacido prolina.

Foram pesados 50 mg de folhas liofilizadas/ maceradas em tubos de 2 mL e
adicionados 500 pL de etanol 98% com posterior agitacdo em vortex. Em seguida os tubos
foram levados ao banho maria & 80°C por 20 minutos, centrifugados a 14000 rpm (Thermo
Scientific - Heraeus Pico e Fresco) por 5 minutos e coletado o sobrenadante, adicionando
em um novo tubo de 2 mL. Adicionou-se 500 pL de etanol 80% ao pellet, novamente agitou-
se no vortex, levou-se ao banho maria a 80°C por 20 minutos, centrifugou-se a 14000 rpm
(Thermo Scientific - Heraeus Pico e Fresco) por 5 minutos e coletou-se o sobrenadante,
misturando-se ao sobrenadante anterior. O procedimento foi repetido, acrescentando 500 L

de etanol 50% e misturando o novo sobrenadante aos anteriores.
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4.2.5.5. Quantificagdo de compostos fendlicos sollveis totais

Para o preparo da amostra, o extrato etandlico foi diluido, coletando 50 pL do extrato,
completando o volume para 2 mL com etanol 80%. Deste foi utilizado 30 uL, 470 pL de agua
destilada, 250 uL de reagente de Folin-Ciocalteau (diluido de 50 mL em 450 mL de &gua
destilada) e 1250 pyL de carbonato de sodio 10%. Em seguida foi feito a leitura da
absorbéncia em espectrofotbmetro a 725 nm. Para determinagdo de fenol, levou-se em
consideracdo a equacéao da curva padrdo, a quantidade de amostra pesada inicialmente, a
diluicdo do extrato etandlico e a quantidade do extrato utilizado para fazer a leitura no
espectrofotbmetro.

Foi utilizado como padréo para quantificacdo de fenol total, o 4cido tanico, pesando-
se 500 mg e diluindo em 100 mL de etanol 80%, em seguida, foi rediluido, coletando-se 1
mL da mistura acima em 100 mL de etanol 80%. Para o preparo da curva padrédo foi
utilizado a solucéo de &cido tanico rediluida, na concentracédo de 0 ug, 1,25 pg, 2,5 ug, 5 ug,

7,5 ug e 10 pg.

4.2.5.6. Quantificacdo do aminoacido prolina

Para o preparo da curva padrdo foi utilizado uma solugdo de prolina a 50 pM, nas
concentracdes de 0 pumol, 0,020 pmol, 0,050 pumol, 0,086, 0,160 umol, 0,188 umol, 0,26
pumol e 0,29 umol. Para o preparo da amostra foram utilizados 150 pL do extrato etandlico
bruto, 2,75 mL de agua destilada, 100 uL de glicina 126 mM, 2 mL de acido acético glacial, 2
mL de reagente de ninhidrina. Os tubos foram levados ao banho maria a 95°C por 35
minutos, em seguida a reacéo foi interrompida depositando-se os tubos em banho de gelo,
posteriormente, acrescentou-se 4 mL de tolueno, seguindo-se a agitacéo dos tubos e foram
agitados vigorosamente no vértex por 10 segundos. O croméforo contendo tolueno (fase
résea superior) foi aspirado com uma pipeta descartavel e colocado em outro tubo de vidro.
Em seguida foi feita a leitura da absorbancia em espectrofotbmetro a 515 nm. Para
determinacdo exata de prolina nas amostras, levou-se em consideracéo a equacao da curva
padrdo, a quantidade do extrato etandlico total produzido e a quantidade de amostra pesada
inicialmente (BATES et al., 1973).
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4.2.6. Analise dos dados

4.2.6.1. Estatistica Multivariada

Foi utilizado a estatistica multivariada para analise de componentes principais (ACP),
que consiste em transformar um conjunto de variaveis originais em outro conjunto de
variaveis de mesma dimensdo denominadas de componentes principais. Os componentes
principais apresentam propriedades importantes: cada componente principal € uma
combinacéo linear de todas as variaveis originais, sdo independentes entre si e estimados
com o propasito de reter, em ordem de estimag&do, o0 maximo de informag&o, em termos da
variagao total contida nos dados. A andlise de componentes principais é associada a ideia
de reducgéo de massa de dados, com menor perda possivel da informacao.

O critério de sele¢éo das variaveis, para uso nas ACP, foi baseado no descarte dos
parametros que sdo relacionados, ou seja, indiretamente representam a mesma
caracteristica.

Foi utilizada também a medida de dissimilaridade, baseado em variaveis
quantitativas. O calculo das distancias entre os individuos foi através da distancia euclidiana
média, utilizando os valores individuais dos individuos em cada época de analise separada.
Apos gerar a matriz de dissimilaridade foi realizada a andlise de agrupamento através do
método hierarquico, ligacdo média entre grupo (UPGMA), para reunir os genétipos que
apresentam similaridade em estruturas de dendogramas. O ponto de corte do dendograma,
para estabelecimento dos grupos formados entre os individuos, foi realizado através do
método de Mojena (1977), baseado no tamanho relativo dos niveis de fusdes (distancias).

A ACP juntamente com a andlise de agrupamento, foi importante para estimar os
individuos que tiveram destaque morfologicamente e fisiologicamente na condicdo de seca,
com a tendéncia de melhor tolerdncia. Estas andlises foram realizadas com auxilio do
programa Genes (CRUZ, 2008).
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Andlise de componentes principais e agrupamentos entre os individuos.

Para uma avaliagdo da variagdo entre as progénies, foi realizada a analise de
componentes principais (ACP), utilizando um conjunto de dados multidimensional e
reduzindo as dimensBes para o menor numero de componentes, para identificar os
parametros que melhor representam a variacdo entre os individuos. A principio foram
utilizadas vinte variaveis, porém muitas ndo representaram a maior variacdo entre 0s
individuos, por isso utilizou-se as variaveis mais representativas, que responderam por
maior variabilidade entre os individuos. Foram selecionados dez parametros em julho/2015,
nove em dezembro/2015 e nove em abril/2016.

Os resultados evidenciaram a necessidade de cinco ou seis ACP para explicar 80%
da variagdo na populacdo 109x120 e, quatro e cinco na 120x109. As Tabelas 1, 2, 3,4, 5 e
6 mostram as correlagfes entre as caracteristicas com os CP nas diferentes populagfes e

épocas de avaliacao.

Tabela 1: Correlacdo entre 10 parametros morfofisiologicos com cada componente principal,
na populagédo 120x109 avaliada em julho/2015, Fazenda Experimental de Marilandia.

CP1 CcP2 CP3 CP4 CP5 CP6
AFU (cm) 0,032 -0,108 0,307
CE (cm) -0,221 0,089 -0,110

AFE (cm®g™) 0,106

RAF (cm’g™) -0,251

DLC (g cm®)

NO; (% g™) 0,144 0,024 0,129

N. total (% g™ 0,195 -0,024 0,072

FT (g Kg™)

Prolina (umol g™) 0,241  -0,177

-0,050 -0,048 -0,111

ETR (umol m?s™) 0,167 0,097

Desvio Padréo 1,937 1,814 1,380 1,219 0,897 0,765

Proporcdo de Variancia 19,371 18,141 13,803 12,189 8,971 7,647

Propor¢cdo acumulativa 19,371 37,512 51,316 63,504 72,475 80,123
Fortes correlagbes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlacdes mais fracas estdo representadas com vermelho mais claro a rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm®g™), razdo da area foliar (RAF) (cm’g’
l), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm3), nitrato (NO3) (% g'l), nitrogénio total (N. total) (% g'l), fenol total
(FT) (g Kg™), Prolina (umol g), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).
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Tabela 2: Correlacdo entre 10 parametros morfofisiolégicos com cada componente principal,
na populagédo 109x120 avaliada em julho/2015, Fazenda Experimental de Marilandia.

cP1 CP2 CP3 CP4 CP5
aFUem)  [NOREOM 0106 NOMOGNN o.0:4c  [ROREOH
CE (cm) 0,011 0,200 0,112
AFE (cm*g™) -0,060 _ -0,215
RAF (cm’g™) 0,245 0278 0,119  -0,183
DLC (g cm®) -0,191 0,026

-0,166 -0,040

NO; (% g7)
N. total (% g™)

-0,177 -0,127

FT (g Kg?) -0,208  -0,162  -0,290 -0,247
Prolina (umol g™ 0,239 0,152 0,020
ETR (umol m?s™) -0,141

Desvio Padrdo 2,664 1,720 1,526 1,290 1,109

Proporcdo de varidancia 26,640 17,199 15,259 12,902 11,091

Propor¢cdo acumulativa 26,640 43,839 59,098 72,000 83,091
Fortes correlagBes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlagdes mais fracas estdo representadas com vermelho mais claro a rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm®g™), razdo da area foliar (RAF) (cm’g’
1), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm®), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total
(FT) (g Kg™), Prolina (umol g%), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™).

Tabela 3: Correlagdo entre 9 parametros morfofisiolégicos com cada componente principal,
na populagédo 120x109 avaliada em Dezembro/ 2015, Fazenda Experimental de Marilandia.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5 CP6

AFU (cm) 0,0001

CE (cm) -0,002
AFE (cm’g™) -0,241 0,037 0,266 0,270
RAF (cm’g™) 0,044 0077 0241 0212 |0409
NOs (% g™ 0,398 -0,168 0,183  -0,132 -0,319
N. total (% )

FT (g Kg?h -0,000  -0,127

Prolina (umol g*) 0,188 -0,180
ETR (umol m?s™ 0,111 0,345 0,187 0,090
Desvio Padréo 2,065 1,710 1,146 0,991 0,813 0,741
Proporcdo de varidncia 22,947 18,998 12,739 11,016 9,037 8,234
Proporcdo acumulativa 22,947 41,945 54,684 65,700 74,737 82,971
Fortes correlagdes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlagBes mais fracas estdo representadas com vermelho mais claro & rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenddio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cng’l), razao da area foliar (RAF) (cng'
b, nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g™), taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

0,154 -0,030
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Tabela 4: Correlacdo entre 9 pardmetros morfofisiolégicos com cada componente principal,
na populagcédo 109x120 avaliada em Dezembro/ 2015, Fazenda Experimental de Marilandia.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

AFU (cm) -0,254 -0,346 -0,359 -0,197 -
CE (cm) 0,088 0,006
0,044 0,260

AFE (cm’g™) 0,053 0,112

RAF (cm®g™) -0,012 0,063 -0,193

NO; (% g™) -0,007 -0,164 0,142
N. total (% g*) 0,050
FT (g Kg?) -0,133 -0,235
Prolina (umol g™) -0,095 0,046 -0,178 0,049
ETR umoim?s®) 0,072 -0166 |NNOGSMNOA 0023
Desvio Padrdo 2,533 2,136 1,374 1,119 0,833

Proporcéo de variancia 28,148 23,732 15,269 12,428 9,251

Proporcdo acumulativa 28,148 51,879 67,149 79,577 88,828
Fortes correlagBes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlagbes mais fracas estdo representadas com vermelho mais claro & rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo da area foliar (RAF) (cm?g’
1), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g), taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Tabela 5: Correlacdo entre 9 pardmetros morfofisiol6gicos com cada componente principal,
na populagédo 120x109 avaliada em Abril/2016, Fazenda Experimental de Marilandia.

CP1 CP2 CP3 CP4 CP5

AFU (cm) -0,040
CE (cm) -0,035 = -0,203

AFE (cm®g™) 0,084 0,171 0,167 0,330
RAF (cm®g™)

NOs (% g*)
N. total (% g™
FT (g Kg™)
Prolina (umol g™
ETR (umol m?s™ -0,186 0,249  -0,125
Desvio Padréo 2,845 1,606 1,284 0,911 0,785
Proporcéo de varidncia 31,608 17,848 14,269 10,123 8,724

Propor¢cdo acumulativa 31,608 49,455 63,725 73,848 82,572

Fortes correlagbes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlacdes mais fracas estdo representadas com vermelho mais claro a rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm®g™), razdo da area foliar (RAF) (cm’g’
b, nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g™), taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) (umol m s’l).
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Tabela 6: Correlagdo entre 9 parametros morfofisiolégicos com cada componente principal,
na populagédo 109x120 avaliada em Abril/2016, Fazenda Experimental de Marilandia.

CP1 CP2 CP3 CP4
AFU (cm) -0,060

CE (cm)
AFE (cng'l)
RAF (cm?g™)

NO; (% g7)
N. total (% g'l)

-0,012 0,039 -0,186
-0,029 -0,229
-0,178 -0,154 0,322
-0,042 -0,206 0,039
-0,039 0,093

FT (g Kg?h -0,206 0,201
Prolina (umol g*) 0,063 0,081
ETR (umol m? s™) -0,077
Desvio Padrao 2,701 1,972 1,452 1,162

Proporcao de varidncia 30,015 21,910 16,134 12,915

Proporcdo acumulativa 30,015 51,925 68,059 80,975

Fortes correlagBes entre variaveis e componentes principais estdo indicadas com a cor vermelho escuro,
correlacbes mais fracas estéo representadas com vermelho mais claro & rosa claro. Area foliar unitaria (AFU)
(cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo da area foliar (RAF) (cm?g’
1), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g), taxa de
transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Cada componente principal (CP) representou uma propor¢cdo da variagdo e foi
correlacionado em diferentes graus aos parametros medidos. O primeiro CP (CP1)
representou a maior parte da variacdo 31,608% e 30,015% nas populacdes
120x109/109x120, respectivamente, no periodo de abril/2016. Enquanto que o CP6 na
120x109 de julho/2015 e o CP5 na 109x120 de dezembro foram 0s que menos
representaram, com 7,647% e 9,251%, respectivamente. Os parametros que se
correlacionam com cada CP sdo indicados como um mapa de intensidade de cores
vermelhas (Tabela 1, 2, 3, 4, 5 e 6).

Para cada variavel nas épocas e populacdes diferentes houve componentes com
correlacdes distintas. Para a populacéo 120x109 avaliada em Julho/2015, observou-se que:
prolina e ETR correlacionaram mais com CP1; CE, NOs e N. total com CP2; RAF com CP3;
AFU e AFE com CP4; DLC com CP5; FT com CP6; populacdo 109x120-Julho/2015: NO; e
N. total correlacionaram mais com CP1; RAF e prolina com CP2; DLC e ETR com CP3; FT
com CP4; AFT, CE e AFE com CP5. Para a populacdo 120x109-Dezembro/2015: Prolina,
FT e N. total correlacionaram mais com CP1; RAF e AFU com CP2; AFE com CP3, ETR e
CE com CP4; NOs; com CP5; populagdo 109x120-Dezembro/2015: AFE, RAF e prolina
correlacionaram mais com CP1; NO; e N. total com CP2; ETR e FT com CP3; AFU e CE
com CP5. Para a populagdo 120x109-Abril/2016: AFU e RAF correlacionaram mais com
CP1, NO; e N. total com CP2; AFE com CP3, CE e prolina com CP4; FT com CP5;
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populagdo 109x120-Abril/2016: RAF, NOz e N. total correlacionaram mais com CP1; AFU e
CE com CP2; FT e prolina com CP3, AFE e ETR com CP4.

Considerando-se os resultados das andlises dos dados coletados no més de abril de
2016, verifica-se que no geral as variaveis tiveram uma alta correlacdo positiva com o CP1,
para a populacdo 109x120, com excecdo das variaveis AFE e FT, indicando uma relagao
positiva de desenvolvimento de acordo com a massa seca, area foliar da planta, na
condicdo de nitrogénio apresentada, para alguns individuos, mesmo havendo correlagao
positiva com CE. Esses dados explicam uma maior distancia entre as gemas, onde as
inflorescéncias sdo formadas originando os frutos, sugerindo, assim, uma menor
produtividade. No CP2, ETR e FT, correlacionaram-se negativamente com NO; e N. total,
demonstrando baixa relagdo com AFU, CE, AFE e RAF, que séo variaveis mais diretamente
envolvidas no desenvolvimento e crescimento da planta. Na populacdo 120x109, o CP1 que
demonstra a maior proporcdo de variancia, o NOs, N. total e prolina correlacionaram
negativamente com RAF, sugerindo um menor desenvolvimento quando ha mais nitrogénio
e prolina. No CP2 houve correlagdo positiva entre AFU, CE e ETR, porém também se
correlacionou negativamente com RAF. A alta relagdo positiva com CE indica menor
produtividade, havendo maior AFU e ETR ocorrera também maior CE, representando maior
distancia entre as gemas reprodutivas onde os frutos serédo formados.

Para as informagcbes do CPl1 e CP2, verificam-se melhor condicdo de
desenvolvimento e crescimento na populacdo 109x120 e a existéncia de grande variacdo
entre os individuos. Esse resultado comprovou a necessidade de estudos separados entre
os individuos, para verificar a possibilidade de superioridade entre eles para tolerancia a
seca.

Em virtude da explanacao acima, foi realizado um agrupamento hierarquico UPGMA,
baseado na distancia euclidiana média, com base no ACP, que representou a maior
propor¢do da variacdo observada entre os parametros. O ponto de corte do dendograma foi
estabelecido através do método de Mojena (1977), baseado no tamanho relativo dos niveis
de fusdes (distancias).

Para a populacdo 120x109 obteve-se oito grupos em julho de 2015 (Figura 1), dez
em dezembro de 2015 (Figura 3) e sete em abril de 2016 (Figura 5). Para a populacéo
109x120, foram formados quatro grupos em julho de 2015 (Figura 2), trés em dezembro de
2015 (Figura 4) e trés em abril de 2016 (Figura 6). Estudos da separagéo dos individuos em

cada grupo estéo representadas nas Tabelas 7 e 8.
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Figura 1: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacdo 120x109 de Julho de 2015.

o A3 .26 39 52 65 78 91 1.04 1.18 1.31

Figura 2: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacao 109x120 de Julho de 2015.
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Figura 3: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacdo 120x109 de Dezembro de 2015.
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Figura 4: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacao 109x120 de Dezembro de 2015.
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Figura 5: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacdo 120x109 de Abril de 2016.

13

10
T
9

1

18 }—‘
]

}_

SN e P mwanow
=

L] 10 20 30
L] A4 28 42

50 60 70 0 90
T 84 99 143 1.27

]

Figura 6: Agrupamento hierarquico UPGMA baseado na distancia euclidiana média dos
individuos da populacdo 109x120 de Abril de 2016.
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Tabela 7: Andlise dos agrupamentos realizados no dendograma pelo método UPGMA da
populacdo 120x109 durante os periodos de analise do experimento.

109x120 Julho 2015 Dezembro 2015 Abril 2016
221,13, 6,15, 11,31 39, 54, 55, 31, 21, 26, 46 8, 15, 17, 18, 30, 31, 52
54,7, 25, 48,50, 56, 29 47, 33, 43, 45, 57, 58, 41 53, 44, 55, 19, 21, 38
8,35, 18, 26, 24,36, 10 24,52, 10, 49, 53, 12, 16 39, 47, 54, 35, 49, 6, 40
Grupo 1 55, 27, 39, 43, 44,30,23 1, 6, 32, 35, 29, 36, 38 41, 24, 25, 33, 11, 4, 46
51,38, 49, 40, 14,20, 4 48,11, 19, 8, 5, 40, 34 45, 48, 16, 36, 57, 43,
22,17, 3, 47 37,7, 15, 30
Grupo 2 42, 46 25 5,37, 3, 42, 51
Grupo 3 33 50, 51, 56 12,13, 28, 50, 1, 17, 2
Grupo 4 a7 o 9, 20, 32, 34, 10, 27, 29,
22
23, 14
Grupo 5 32, 58, 41, 45, 57, 53 27 58
Grupo 6 1,9 14, 22 56
Grupo 7 5,12, 16 20, 28,2, 3 26
Grupo 8 34 17,44, 18,42, 4
Grupo 9 23
Grupo 10 13

Tabela 8: Andlise dos agrupamentos realizados no dendograma pelo método UPGMA da

populacéo 109x120 durante os periodos de andlise do experimento.
120x109 Julho 2015 Dezembro 2015 Abril 2016
7,20,2,6,4,17,18,13,10 18,20, 16,2, 7,10,19, 5 12,13,10, 7, 9, 11, 19, 14,

Grupol ) 59,310 11,1512 12, 13,15 3,8, 11, 17,9 18,20, 21,4, 5,2, 1
Grupo 2 16 1 3,8,15

Grupo 3 8 4 6, 17

Grupo 4 1

Na populagdo 120x109-Julho/2015, as maiores distancias (1,0) foram encontradas
entre os individuos 1 e 2 (98%) e, 2 e 30 (92%); os mais similares (0,29) entre os individuos
2 e 20 (26%). Para populagdo 109x120-Julho/2015 as maiores distancias (1,0) foram
encontradas entre os individuos 2 e 8 (96%) e, 2 e 15 (91%); os mais similares (0,58) entre
os individuos 7 e 9 (44%). Em dezembro/2015 para populacdo 120x109, as maiores
distancias (1,0) foram encontradas entre os individuos 1 e 13 (100%), 1 e 2 (80%), 1 e 9
(77%) e, 2 e 14 (77%); os mais similares (0,22) entre os individuos 39 e 54 (17%). Para
populacdo 109x120-Dezembro/2015 as maiores distancias (1,0) foram encontradas entre os
individuos 1 e 4 (100%), 1 e 2 (81%), 2 e 3 (72%), 2 e 8 (65%); os mais similares (0,40)
entre os individuos 16 e 18 (26%). Na populagdo 120x109-Abril/2016 as maiores distancias
(1,0) foram encontradas entre os individuos 1 e 26 (100%), 1 e 56 (87%) e, 1 e 58 (85%); 0s
mais similares (0,16) entre os individuos 8 e 16 (13%). Para populacdo 109x120-Abril/2016
as maiores distancias (1,0) foram encontradas entre os individuos 1 e 6 (100%), 1 e 3 (82%)
e, 1 e 2 (82%); os mais similares (0,45) entre os individuos 12 e 13 (32%).

A relacdo das dissimilaridades é muito importante, pois demonstram os individuos

mais diferentes ou semelhantes, baseado nas variaveis estudadas, podendo haver algum
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destaque entre eles para tolerancia ou suscetibilidade a seca, principalmente quando ha
isolamento, agrupando-se sozinhos, indicando superioridade ou n&o.

Nos agrupamentos observou-se também que a maioria dos individuos permaneceu
em um mesmo grupo (G1). Detecta-se que, para maioria destes individuos, ndo ha muita
relevancia, considerando os parametro avaliados, em cada periodo diferente, que merecam
ser melhor avaliada para tolerdncia a seca. Entre as épocas alguns individuos
permaneceram no mesmo grupo e outros se agruparam de forma diferente, por terem tido
alteracGes em seus parametros, que se distanciaram dos demais. Muitos destes merecem
destaque, pois em condi¢cdes de maior estresse hidrico mantiveram caracteristicas para

tolerar mais a seca, principalmente, no periodo critico, abril/2016.

4.3.2. Comparagdo entre as médias dos grupos para detecgcdo de individuos

superiores.

Analisando separadamente cada época e cada grupo, verifica-se que para a
populagdo 120x109 — julho/2015, as maiores meédias entre as variaveis (Tabela 9), foram
AFU e FT no grupo seis, AFE e CE no grupo 3, AFE, RAF, NO; e N, total no grupo 8, DLC
no grupo 4, e Prolina e ETR no grupo 5; j& as menores médias, foram encontradas no grupo
2 para AFU, RAF, NO; e N. total, no G3 para FT, no G5 para AFE, no G6 para prolina e
ETR, no G7 para CE e no G8 para DLC.

Tabela 9: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para
populacéo 120x109, avaliada em Julho/2015.

MEDIA AFU CE AFE RAF DLC NO3 N.total FT Prolina ETR
Grupol 49,46 3,26 117,04 62,66 0,60 0,44 3,31 2,11 296 89,81
Grupo 2 39,27 3,67 120,12 53,80 0,60 0,33 2,36 2,09 3,34 96,09
Grupo 3 51,34 3,87 141,37 68,15 0,60 0,63 3,66 199 5,65 84,84
Grupo 4 46,39 3,48 103,95 65,43 0,88 0,65 3,41 2,11 165 73,42
Grupo5 47,60 3,42 102,63 70,72 0,62 0,66 3,83 2,09 8,33 101,13
Grupo 6 60,61 3,48 120,12 68,92 0,62 0,63 3,33 246 159 61,31
Grupo 7 43,55 2,80 127,71 64,41 0,61 0,78 4,21 2,09 168 61,58
Grupo 8 54,71 3,15 141,37 72,28 0,57 1,24 4,33 2,23 1,75 97,35

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenddio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cng'l), razédo
da area foliar (RAF) (cm®g™), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm®), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N.
total) (% g*), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g*), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Em dezembro/2015, nesta populacdo (Tabela 10), muitas diferenciacdes entre as
médias foram verificadas, constatando-se um periodo de transicdo entre os individuos para
rearranjo do metabolismo fisioldgico, devido a seca, ja instalada. As maiores médias foram

observadas no grupo 9 para AFU, FT, prolina e ETR, no G10 para CE, no G3 para AFE, no
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5 para RAF, no G6 para NOgz, e no G7 para N. total. As menores médias no grupo 10 foram
para AFU, RAF e NO3, no G4 para CE e FT, no G9 para AFE, no G2 para N. total, no G5
para prolina e no G3 para ETR.

Tabela 10: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para

populacdo 120x109, avaliada em Dezembro/2015.
MEDIA AFU CE AFE RAF NO; N.total FT Prolina ETR
Grupol 47,85 4,86 122,49 76,07 0,29 4,55 203 9,97 78,59
Grupo2 37,07 4,84 126,23 95,86 0,28 3,41 2,10 459 86,53
Grupo3 46,42 4,67 150,27 68,52 0,36 4,48 2,13 9,25 68,62
Grupo4 33,80 3,25 121,87 100,64 0,33 4,72 1,81 10,75 111,48
Grupo5 32,02 4,79 126,23 106,39 0,38 5,86 1,92 5,19 72,46
Grupo6 54,85 5,24 114,13 84,34 0,56 4,74 2,31 9,17 71,34
Grupo7 47,87 5,33 114,31 82,15 0,36 5,38 2,42 15,83 71,69
Grupo8 35,22 5,23 119,59 62,48 0,41 4,98 2,25 14,95 100,11
Grupo9 56,45 4,96 114,01 79,51 0,45 5,61 256 17,12 114,11
Grupo 10 18,41 10,63 126,23 46,12 0,21 4,55 2,12 9,55 78,57

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo
da area foliar (RAF) (cm®g™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™),
Prolina (umol g™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Em Abril/2016 - 120x109 (Tabela 11) constatou-se que, de modo geral, a demanda
de energia pelas plantas para sua manutencdo (sobrevivéncia) foi maior que a producéo, o
que levou a uma desestabilizacdo inicial das funcdes da planta, seguida por uma
normalizacdo e inducdo dos processos fisiolégicos de aclimatacdo, adquirindo menores
médias que nos periodos anteriores de analises; as maiores médias foram encontradas no
grupo 7 para AFU, CE e RAF, no G6 para AFE, no G4 para NO; e N. total, no G3 para FT e
prolina, no G5 para ETR. As menores médias no grupo 6 para AFU e CE, no G1 para AFE e
RAF, no G5 para NOg, N, total e prolina, e no G2 para FT e ETR.

Tabela 11: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para
populacdo 120x109, avaliada em Abril/2016.

Média AFU CE AFE RAF NO; N.total FT Prolina ETR

Grupo1l 2594 3,67 117,85 77,60 052 3,36 2,74 4,88 39,33

Grupo 2 23,06 3,41 119,85 82,20 0,71 395 263 543 36,14

Grupo 3 28,95 3,84 125,79 95,74 0,46 3,51 2,82 9,41 56,27

Grupo4 30,67 4,51 123,60 90,31 0,74 3,87 2,75 7,75 52,551

Grupo5 26,06 4,29 121,87 88,29 0,31 280 2,73 158 65,76

Grupo 6 17,28 2,62 153,67 100,38 0,52 3,15 2,79 3,52 38,80

Grupo 7 4593 4,94 121,87 150,28 0,59 345 2,79 6,32 57,56

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm?°g™), razdo
da area foliar (RAF) (cm?g™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™),
Prolina (umol g), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).
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Para a populacdo 109x120/ Julho de 2015, as maiores médias foram observadas no
grupo 2 para AFU, AFE, NOs, prolina e ETR, no G3 para CE e RAF, no G4 para DLC, N.
total e FT e no G1 também para DLC e FT. As menores médias, no grupo 1 para RAF e N.
total, no grupo G3 para AFE, DLC, NOs, FT e prolina, no G4 para AFU, CE e ETR (Tabela
12).

Tabela 12: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para
populagcdo 109x120, avaliada em Julho/2015.

Média AFU CE AFE RAF DLC NO; N.total FT Prolina ETR

Grupo1l 44,20 3,34 126,53 62,74 0,70 0,50 347 2,09 6,47 104,71

Grupo2 47,11 3,01 130,90 78,94 0,64 0,72 454 205 8,53 119,06

Grupo3 42,09 3,46 117,81 111,66 0,59 0,45 3,53 197 4,74 101,76

Grupo4 21,61 2,42 121,87 81,62 0,70 0,64 3,92 209 7,62 91,32

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm?g™), razdo
da area foliar (RAF) (cm®g™), densidade do lenho caulinar (DLC) (g cm®), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N.
total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g*), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Em dezembro/2015 as maiores médias foram no grupo 1, para AFU e ETR, no G2
para NOs e N. total, no G3 para CE, AFE, RAF, FT e prolina. As menores médias no grupo 1
para NO; e N. total, no G2 para CE, AFE, RAF, FT e prolina, no G3 para AFU e ETR (Tabela
13).

Tabela 13: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para
populagédo 109x120, avaliada em Dezembro/2015.

MEDIA AFU CE AFE RAF NO; N.total FT Prolina ETR

Grupol 49,08 540 110,55 80,91 0,36 457 2,22 10,95 71,44

Grupo2 44,31 3,23 100,98 7150 0,47 6,47 198 7,30 48,78

Grupo3 41,51 551 135,93 160,71 0,39 4,84 226 22,36 46,51

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenédio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cm’°g™), razéo
da area foliar (RAF) (cm?g™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™),
Prolina (umol g*), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).

Em Abri/2016, as maiores médias foram no grupo 1, para CE, FST e ETR, no G2 a
AFE, RAF, no G3 a AFU, NOs, N. total e prolina. As menores no grupo 1 foram a AFE, NO; e
N. total, no G2 AFU, CE, prolina e ETR, no G3 a RAF e FT (Tabela 14).

Tabela 14: Média dos grupos para as variaveis utilizadas no agrupamento UPGMA para
109x120 — Abril/2016.

Média AFU CE AFE RAF NO; N.Total FT Prolina ETR

Grupo1 27,77 3,79 113,40 73,93 0,32 3,21 2,66 493 50,20

Grupo 2 18,80 3,12 121,40 83,73 0,33 344 260 461 30,51

Grupo3 31,29 3,45 115,91 57,83 0,66 3,74 259 6,89 40,72

Area foliar unitaria (AFU) (cm), Comprimento entrenddio (CE) (cm), Area foliar especifica (AFE) (cng'l), razédo
da area foliar (RAF) (cm?g™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™),
Prolina (umol g), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m?s™).
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Foi realizada uma andlise mais detalhada em abril na populacdo 120x109, devido as
colocagdes e contribuicdes descritas no capitulo 1, demonstrando ser uma época mais
promissora para averiguar os individuos mais tolerantes a seca.

Considerando os parametros AFE e RAF, verifica-se uma grande variacdo, havendo
grupos com maior AFE (grupo 6 — abril) e RAF (grupo 3, 4, 6 e 7 — abiril); grupos com menor
AFE (grupo 1, 2, 3, 4, 5 e 7 — abril) e RAF (grupo 1, 2 e 5), como dito anteriormente.

Cavatte et al. (2012), avaliando clones de café, verificaram que independente da
condicdo de hidratacdo das plantas, com alta exposi¢cdo a luz, as folhas apresentaram
menores valores de AFE e RAF. Descreveram também que a seca causou diminuicbes em
A (46%), gs (60%), e ETR (31%).

Poorter et al. (2009), relataram que espécies que possuem alta AFE, normalmente,
estdo associadas a ambientes com alta concentracdo de nutrientes, com competicao de luz,
cuticulas e epiderme mais delgadas, menor espessura de mesofilo e menor proporgédo de
parénquima palicadico. Entretanto, as que possuem baixa AFE estdo em competicdo por
nutrientes, investem mais em crescimento de raiz, menos em galhos e folhas, mantém alta
concentracéo de metabdlitos secundarios, o que auxilia na diminui¢cdo da herbivoria.

As menores AFE geralmente estdo associadas a maiores espessuras, devido a
largura das células palicadicas (MATOS et al., 2009). As folhas mais espessas possuem
maiores valores de eficiéncia no uso da agua do que folhas mais fina (ARANDA et al.,
2005). As cuticulas mais espessas podem estar associadas a altas concentracbes de
lipidios, que ajudam a reduzir a perda de agua e a melhorar ainda mais a eficiéncia do uso
da dgua (LAMBERS et al., 2008).

Estudando alguns parametros mais detalhadamente, verifica-se que os grupos 1 e 2
demonstraram menor AFE, RAF e ETR, e apresentaram média de A igual 4,73; 5,27 e gs
0,059; 0,077 respectivamente (Figura 7). Os grupos 3, 4, 5 e 7, com menor AFE,
apresentaram maior ETR e RAF com média de A igual a 8,26; 5,00; 8,97; 6,68 e gs 0,11,
0,050; 0,163; 0,09, respectivamente. Mesmo que tenha havido divergéncias nestas
variaveis, constata-se que em abril/2016, alguns individuos conseguiram manter maiores
concentracdes, como nos grupos 3, 5 e 7 da populagdo 109x120 (Figura 7), demonstrando
importancia no desenvolvimento e crescimento das plantas em estresse hidrico,
principalmente no grupo 3, que possui menor CE para desenvolvimento de mais gemas e

frutos, além de maior FT, que € importante no combate a herbivoria.
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Figura 7: Andlise exploratdria da fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e eficiéncia
no uso da agua intrinseca (A/gs) dos grupos selecionados em abril para populacédo 109x120.

Entretanto apresentaram menor A/gs (Grupo 3, 5 e 7), em comparacao
principalmente ao grupo 4, e valores mais padronizados em relagcdo aos grupos 1,2 3 e 7,
havendo um menor valor no grupo 5. BLUM (2009) descreveu que A/gs foram relatados
erroneamente, em muitos trabalhos, como um importante determinante para produtividade
em estresse hidrico e até mesmo como um componente da resisténcia a seca das culturas.
Dias et al. (2007), trabalhando com progénies de café tolerante e susceptivel a seca,
sugeriram que a selecdo das plantas para uma alta eficiéncia no uso da agua pode
aumentar o crescimento e a produtividade geral. Blum (2009), faz uma critica a essas
pesquisas e comprova através de demonstracées formulares que A/gs é uma variavel
independente para afetar o rendimento dos gréos. Descreve que o aumento da producédo de
biomassa em estresse hidrico pode ser conseguido, principalmente, maximizando a
captacdo de agua no solo enquanto desvia a maior parte da umidade do solo disponivel
para transpiracdo estomatica, definido como o uso efetivo da agua. Isso requer alta
condutancia estomatica ao longo do tempo, para permitir uma maior fixacdo de CO,,

traduzindo em uso de agua no solo maximizado para transpiracdo, gerando na maioria dos
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casos menor A/gs. Este relato foi muito importante para o presente trabalho, pois as plantas
com melhores caracteristicas para toleréncia a seca (Grupos 3, 5 e 7) apresentaram menor
Al/gs, indicando que estas conseguem uma maior captacdo de &gua no solo, transpiram
mais, assimilam maior quantidade de CO, e perdem mais agua, por iSSO possuem menor
A/gs.

Observando as Tabelas 1, 2 e 3 do capitulo 1 (dados descritivos), verifica-se que a
variavel prolina foi uma das que teve maior variacdo entre as épocas e analisando a tabela
das ACP, verifica-se também que a prolina é uma das variaveis que responde por maior
variabilidade entre os individuos. Em algumas espécies, o acimulo de solutos compativeis,
como prolina e compostos de amdnio quaternario, tem sido considerado como uma
adaptacdo ao estresse a seca, devido ao ajuste osmotico. No café, no entanto, varios
trabalhos tém indicado que a prolina pode ser um indicador da severidade do estresse, ao
invés de estar associada a um mecanismo protetor (MAZZAFERA; TEIXEIRA, 1989;
MAESTRI et al.,, 1995; VERBRUGGEN; HERMANS, 2008, SILVA et al., 2010). Segundo
Silva et al. (2010), o acumulo desse aminoacido s6 seria promovido caso a desidratacéo
celular ultrapassasse um limiar de dano a célula, sendo sua acumulagdo mais notéria em
gendtipos mais sensiveis. Entretanto, descreveram também que isso ndo excluiria a
possibilidade de que, em outros gendtipos, o aumento no teor de prolina possa contribuir
para tolerédncia a seca. Como 0 que parece ser 0 caso no presente estudo, em que as
plantas com as melhores caracteristicas morfofisiolégicas AFE, RAF, ETR, A e gs (Grupo 3
e 7- 109x120/ abril) para tolerancia a seca apresentaram as maiores concentracdes de
prolina, com excec¢ao do grupo 5. A alta concentracdo de prolina pode ter contribuido para
uma menor perda de agua nos tecidos, mantendo uma boa assimilacdo de CO, nos
estdmatos, com bons rendimentos fotossintéticos. De acordo com DaMatta et al. (1993), em
déficit hidrico, a manutencdo de um elevado teor de agua relativo em folhas é mais
importante do que ajuste osmoético em conferir tolerdncia a seca em café. O que parece nao
esta relacionado como 0s nossos resultados.

Blum (2005) descreveu que a principal resposta adaptativa da planta a seca, no nivel
celular, que tem um efeito comprovado sobre o rendimento em estresse hidrico, é o ajuste
osmotico. Demonstrou-se que 0 ajuste osmotico permite a manutencdo da turgescéncia
foliar para 0 mesmo potencial de agua foliar, suportando assim a conduténcia estomética em
baixo estado de agua nas folhas e melhora a capacidade radicular para captagdo de agua.

Consideragfes importantes sobre o suprimento de N para tolerancia seca também
sdo descritas por alguns autores (MEGURO; MAGALHAES 1983; TERASHIMA; EVANS
1988; DAMATTA et al., 2002a; DAMATTA et al., 2002b; DAMATTA; RAMALHO, 2006). A
disponibilidade adequada pode melhorar indiretamente a tolerancia a seca, pois permitira o

desencadeamento de mecanismos de fotoprotecdo do cloroplasto e alteracGes qualitativas
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da membrana com excesso de energia de excitacdo, que ocorrem quando o fechamento dos
estdmatos é promovido pela escassez de dgua (DAMATTA; RAMALHO, 2006).

Geralmente, o nitrogénio (N) é o nutriente mineral com maior potencial para limitar A
(EVANS, 1989), pois além de influenciar os efeitos da fotossintese (A) sobre a condutancia
estomatica (gs), a limitacdo de N também pode diminuir A através da diminui¢céo do teor de
pigmentos no cloroplasto e da sintese de véarias enzimas envolvidas no ciclo de Calvin,
particularmente ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase / oxigenase (Rubisco) (TERASHIMA;
EVANS 1988).

Meguro; Magalhdes (1983), em estudo de cultivares de café arabica em vaso,
observaram diminui¢des lineares na atividade de nitrato redutase & medida que o potencial
hidrico da folha diminuiu de -1,0 a -3,0 Mpa. No presente trabalho, parece ter havido pouca
inibicdo da nitrato redutase, pois houve altas concentragdes de NO3z;, em comparagdo com
os clones (Tabelas 4, 5 e 6, no capilulo 1).

DaMatta et al. (2002a), estudando as limitagdes da fotossintese em C. canephora em
relacé@o a disponibilidade de nitrogénio e agua, sugerem que com alto e baixo suprimento de
nitrogénio, sem hidratagéo, ocorreu grande diminuicdo de A e gs. Porém, as plantas com
hidratac&o e alto N teve aumento de A sem afetar gs, o que contribuiu para o aumento da
eficiéncia no uso da agua instantdnea em plantas. Estas plantas exibiram também uma AFE
mais baixa, por isso eram susceptiveis em ter mais cloroplastos por unidade na superficie
foliar e, deste modo, era de esperar uma maior A por area (DAMATTA et al., 2002b).

Extrapolando essas avaliacbes para este estudo, como as plantas estavam em
estresse hidrico, em abril/2016 houve grande diminuicdo de A e gs como demonstrado por
DaMatta et al. (2002a). Verificou-se que ndo houve relacdo positiva entre quantidade de
nitrogénio disponivel com rendimento fotossintéticos da planta, pois os grupos 2 e 4
(109x120 - abril) tiveram maior quantidade de N. total (3,95 e 3,87, respectivamente), porém
nao apresentaram caracteristicas morfofisiol6gicas suficientes para o melhor rendimento das
plantas nesta condi¢do. Esta condicdo pdde ser observada nos grupos 3, 5 e 7, pois com
menor suprimento de nitrogénio, apresentaram qualidades para um melhor rendimento em
condigcbes de déficit hidrico e potencial para serem utilizadas em um programa de
melhoramento vegetal.

Em relacdo a média geral, a DLC foi maior na populacdo 120x109 (Tabela 11),
havendo apenas o grupo 2 (individuo 37) da populacdo 109x120 com valor superior aos
demais (0,88) (Figura 1 e Tabela 8), o que provavelmente, foi o principal fator do isolamento
dos outros grupos. Silva et al. (2013), trabalhando com varios clones diferentes, suscetiveis
e tolerantes a seca, relataram que clones de café com alta densidade do lenho caulinar,
utiliza a agua disponivel lentamente e possui uma maior eficiéncia hidraulica em condi¢bes

de déficit hidrico, devido a uma possivel seguranca hidraulica contra a cavitacdo, o que
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resulta em melhor hidratagdo dos seus tecido. Porém clones de café com menor DLC e
maior eficiéncia hidraulica investiram quantidades maiores de biomassa em raizes para
suportar taxas mais elevadas de transporte de 4gua e o maior ganho de carbono poderia
compensar os elevados custos de construcdo de um sistema radicular mais robusto. As
andlises de DLC deste estudo foram realizadas no periodo em que a seca ainda ndo havia
se instalado (julho de 2015), verifica-se que o maior valor de DLC, na populacdo 120x109,
teve um aumento no uso efetivo da agua, condutancia, transpiracdo, com maior
carboxilacdo, consequentemente maior A, por isso apresentou menor A/gs. Demonstrando
que em condicdes de hidratacdo esta populacdo apresenta melhores caracteristicas
morfofisioldgicas do que a 109x120, como observado no capitulo 1 na Tabela 1. A
populagdo 109x120 com menor DLC, ndo utilizaram a agua de forma efetiva, por isso
apresentaram menor condutancia, transpiragéo, carboxilagéo e A.

Akula; Ravishankar (2011) e Cavatte et al. (2012) relataram que a seca provoca
aumento de compostos fendélicos em folhas. De fato, de julho para abril, houve um aumento
consideravel desta variavel (Tabelas 1, 2 e 3 — capitulo 1), porém entre os grupos, na
mesma época, houve uma menor variagdo, destacando-se abril (Tabela 11), principalmente
no grupo 3 (2,82). Este aumento pode contribuir significativamente para a protecao contra o
excesso de energia (CLOSE et al., 2003; WILHELM; SELMAR 2011) e danos associados a
radiagdo UV-B (GILL; TUTEJA 2010), demonstrando mais uma vez a superioridade no
grupo 3.

Os grupos 3, 5 e 7 (abril - 109x120), apresentaram melhores caracteristicas
fotossintéticas e morfologicas que os demais. A AFE, RAF, A, ETR, gs e A/gs, foram as
variaveis mais relevantes para discriminar os gendétipos mais tolerantes a seca. O G3 é
representado pelos individuos 1, 2, 12, 13, 17, 28, 50, o G5 pelo genétipo 58 e o G7 pelo
individuo 26. E importante ressaltar que os gendtipos 1, 26, 56 e 58, foram os que
apresentaram maior dissimilaridade entre os individuos, como podem ser observados, no
dendograma da Figura 5. Porém a maior distancia representada pelo o individuo 56 nao foi
relacionado com boas caracteristicas morfofisiolégicas, destacando-se mais como suscetivel
a seca e os outros (1, 26 e 58) como tolerantes, estando incluidos dentro dos selecionados.

No Anexo deste trabalho estdo representadas as andlises individuais da populacdo
109x120-Abril/2016 para cada parametro. Verifica-se que, além dos gendtipos citados como
mais importantes para tolerancia e susceptibilidade a seca, existem outros individuos que
possuem caracteristicas semelhantes com os selecionados, como os individuos 8, 9, 14, 22,
25, 29 para tolerancia e os gendétipos 20, 21, 23, 31, 32, 33, 34, 35 para susceptibilidade a
seca. Provavelmente, estes, apresentaram, alguma variavel que fizeram com que se
agrupassem em grupos sem destaque para tolerancia a seca, tendo algumas de suas

caracteristicas importantes, mascaradas, por isso merecem ser melhor explorados.
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V. CONCLUSOES GERAIS

¢ Verifica-se que o cafeeiro possui uma grande capacidade de alterar a sua fisiologia e
morfologia de acordo com as condicbes do ambiente, isto pOde ser observado pela
alteracdo na fenologia durante o periodo de andlise, passando de uma maior para menor
hidratacéo.

e Comprova-se uma grande importancia neste estudo, pois apenas com a
interpretacdo dos dados da estatistica descritiva, que resumem a informacéo recolhida
sobre uma amostra ou uma populacao, foi possivel obter resultados muito importantes para
o melhoramento.

e Foi possivel sugerir a heranga materna para tolerancia a seca, abrindo possibilidades
de estudos mais aprofundados na genémica do DNA cloroplastidico, com a possibilidade de
entendimento do efeito epigenético na adaptacdo das plantas em condicbes de estresse
hidrico para heranga materna.

e A populagcdo 120x109 conseguiu manter melhores caracteristicas morfofisiolégicas
no periodo de maior seca (abril/2016), ndo apresentando diminuigdes nas concentracdes Cl.
total e Carot, indicando menor producdo de ROS nos tilacoides. Apresentaram também
maior média na assimilacao de CO, (A), com a mesma média de condutancia estoméatica
(A/gs) nas duas populacgdes.

e Foi possivel identificar grande variabilidade entre os individuos e nas épocas de
avaliacdo, principalmente, através do coeficiente de variagéo (CV) e pelos gréficos box plot.

¢ Foi determinado alguns gendtipos superiores, que passaram pela seca com maior
tolerdncia, como os apresentados nos grupos 3, 5 e 7 em abril/2016, sendo representados
pelos individuos 1, 2, 12, 13, 17, 26, 28, 50 e 58. Estes demonstraram caracteristicas de
desenvolvimento importantes para um programa de melhoramento genético de plantas,
possuindo potencial para bons rendimentos em condi¢cfes de limitacdo de agua.

e Os genodtipos 1, 26, 56 e 58 exibiram maior dissimilaridade, o individuo 56 foi mais
caracterizado como suscetivel a seca e os outros como tolerantes, estando incluidos dentro
dos grupos selecionados.

e As variaveis AFE, RAF, A, ETR, gs e A/gs, foram as mais relevantes para discriminar
0s genotipos mais tolerantes a seca.

e Foi possivel identificar também outros individuos que possuiram algumas
caracteristicas semelhantes com os grupos selecionados e, que, merecem ser melhor
explorados, como os individuos 8, 9, 14, 22, 25, 29 para toler&ncia e os genétipos 20, 21,
23, 31, 32, 33, 34, 35 para suscetibilidade a seca.
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VI.ANEXO

Avaliacdes individuais das caracteristicas morfofisiolégicas de café conilon, oriundas dos

cruzamentos 109x120 (58 progenies), referentes a terceira avaliacdo (abril/2016). Incaper de

Marilandia — ES.

N.campo N.andlises AFU CE AFE RAF  NO; N.Total FT Prolina A gs Algs ETR
1 1 30,03 3,74 121,87 9575 049 369 260 11,79 830 0,11 73,06 5529
6 2 25,47 3,81 121,87 106,23 042 3,72 2,82 17,44 926 0,13 69,08 58,51
7 3 19,97 2,88 117,81 79,76 0,70 3,76 2,72 673 527 007 76,07 31,27
9 4 38,08 3,75 103,95 7196 047 297 272 7,04 675 012 56,14 49,30
10 5 20,67 3,54 12623 8167 081 38 261 571 571 009 6563 30,98
11 6 29,74 3,33 121,87 8095 060 323 275 504 658 008 8478 38,55
12 7 25,67 3,25 11045 7165 047 297 276 613 6,48 0,09 74,01 4587
14 8 26,01 3,44 114,01 7911 050 340 2,79 668 811 0,10 81,58 43,555
15 9 3527 6,02 121,87 90,67 063 3,74 267 7,73 864 0,13 64,03 4317
17 10 24,07 4,38 130,90 719 079 359 281 464 7,64 008 94,74 51,88
22 11 33,10 3,99 130,90 104,21 058 343 2,75 7,82 664 008 7814 3518
25 12 31,85 3,88 121,87 889 050 348 291 594 99 015 67,82 60,87
27 13 32,76 3,58 130,90 9857 054 343 286 967 1046 0,14 72,88 58,79
29 14 28,61 4,65 121,87 89,13 081 4,19 272 1333 6,24 007 92,48 47,06
31 15 28,44 3,35 117,81 69,34 049 342 281 594 536 004 12431 42,19
32 16 16,90 2,75 121,87 66,29 049 3,41 2,73 542 355 0,04 84,04 29,22
35 17 31,95 4,15 121,87 97,06 050 343 2,70 11,00 7,69 0,08 92,00 54,82
37 18 22,63 3,29 114,01 7753 058 343 289 7,44 409 0,03 130,92 38,27
38 19 19,86 3,02 11401 6586 0,38 324 271 606 559 0,05 121,44 47,45
40 20 29,60 6,15 130,90 91,17 0,70 3,77 2,80 6,06 3,87 0,02 15595 46,43
42 21 18,67 351 103,95 8479 0,38 3,11 2,78 4,76 3,55 0,02 162,80 51,50
43 22 34,65 4,91 11045 8557 079 392 281 754 604 006 10951 66,09
44 23 40,01 4,36 110,45 84,59 0,71 4,15 267 11,57 1,61 0,01 119,54 57,99
45 24 29,61 4,00 117,81 8541 061 3,73 2,79 6,87 3,74 0,02 170,44 44,70
46 25 26,34 4,06 117,81 97,48 051 384 2,74 7,82 723 008 8545 50,88
50 26 4593 4,94 121,87 150,28 059 3,45 279 632 668 0,09 7424 57,56
52 27 25,08 4,08 126,23 104,98 0,78 3,57 2,84 566 525 0,04 146,33 42,01
53 28 2593 3,97 13593 97,64 041 335 284 609 588 004 134,03 53,32
54 29 29,11 4,32 130,90 9254 081 372 292 649 570 0,05 10857 70,01
56 30 21,82 3,57 117,81 8499 045 3,18 2,75 257 518 0,04 133,79 49,58
57 31 20,42 3,83 117,81 7852 055 327 2,77 330 1,43 001 164,72 5598
59 32 28,65 4,08 12623 9368 0,71 393 2,73 559 2,85 0,02 140,90 52,10
61 33 25,14 3,46 114,01 9524 065 3,54 2,84 320 214 002 96,71 47,05
62 34 27,33 3,46 12623 9548 085 4,05 2775 3,77 212 0,02 132,89 5245
64 35 3369 391 117,81 6324 065 359 263 550 1,90 0,01 23523 41,85
65 36 16,64 3,31 121,87 8340 054 337 257 335 435 010 42,70 31,24
66 37 27,10 3,87 126,23 7957 075 3,68 261 381 412 007 56,09 26,65
67 38 28,15 3,80 11401 8561 0,71 339 285 284 469 007 66,68 28,89
68 39 30,32 397 107,10 7579 069 3,78 2,78 359 295 0,04 69,58 19,47
69 40 31,06 3,70 114,01 8313 063 325 271 446 382 0,06 5943 30,48
70 41 23,33 391 114,01 6864 055 3,30 2,73 317 4,37 006 7324 2510
72 42 22,74 3,32 107,10 7223 062 4,36 266 459 567 010 57,38 46,46
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73 43 26,05 3,34 130,90 6599 0,62 266 2,64 482 4,32 0,07 66,49 29,79
74 44 17,54 3,49 11781 7261 0,39 3,06 2,84 4,66 5,77 0,08 76,18 38,00
75 45 2497 4,05 117,81 63,92 0,32 305 271 4,05 3,99 0,06 65,78 26,47
76 46 28,37 3,63 100,98 53,78 0,60 3,33 264 344 4,26 0,05 92,68 47,94
7 47 30,92 4,74 126,23 75,06 0,55 3,70 2,72 4,92 3,75 0,07 50,36 31,55
78 48 23,50 3,76 114,01 48,12 0,31 306 263 290 599 0,09 70,22 33,89
79 49 32,44 3,51 121,87 58,39 0,54 339 2,73 4,36 2,78 0,04 71,29 44,65
80 50 24,68 3,78 126,23 85,94 0,33 3,50 3,02 3,95 6,29 0,09 69,47 52,30
81 51 24,80 3,45 121,87 97,77 0,67 4,17 256 6,33 555 0,06 98,90 45,35
82 52 24,88 3,99 126,23 89,83 0,48 345 2,74 3,89 5,58 0,05 105,11 42,37
83 53 27,47 3,46 121,87 83,62 0,49 3,21 2,70 2,27 3,95 0,04 99,92 39,22
84 54 26,76 4,10 117,81 78,94 0,62 387 2,71 5,59 6,82 0,09 79,11 32,86
85 55 20,58 3,63 114,01 8519 0,33 3,15 286 3,77 3,77 0,05 75,32 45,39
86 56 17,28 2,62 153,67 100,38 0,52 3,15 2,79 3,552 4,37 0,05 86,02 38,80
87 57 20,53 3,15 141,37 86,74 0,49 3,64 265 248 538 0,08 6510 30,50
89 58 26,06 4,29 121,87 88,29 0,31 280 2,73 1,58 8,97 0,16 55,06 65,76

Area foliar unitaria (AFU) (cm), comprimento entrenédio (CE) (cm), area foliar especifica (AFE) (cm®g™), razdo da area foliar
(RAF) (cm®g™), nitrato (NOs) (% g™), nitrogénio total (N. total) (% g™), fenol total (FT) (g Kg™), Prolina (umol g™), fotossintese (A)
(umol m? s™), condutancia estomatica (gs) (umol m™ s™), taxa de transferéncia de elétrons (ETR) (umol m? s™), eficiéncia no
uso da agua intrinseca (A/gs) (umol). N. campo (numeracéo das plantas em campo), N. andlises (numeragéo das plantas para
as analises).



