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RESUMO

PARTELLI, Fébio Luiz; Engenheiro Agrbnomo, D. Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; julho, 2008; Aspectos microbioldgicos,
nutricionais, fisiolégicos e bioquimicos em cafeeiro. Prof. Orientador:
Henrique Duarte Vieira.

O trabalho foi dividido em dois capitulos. Capitulo 1: As plantas de cobertura
proporcionam beneficios para a agricultura, entretanto se mal manejadas podem
prejudicar o desenvolvimento da cultura. Os objetivos deste trabalho foram: (a)
avaliar, em condicbes de campo, a interferéncia que as plantas de cobertura
cultivadas nas entrelinhas de Coffea canephora cv. Conilon impéem sobre as
plantas espontaneas, bem como verificar seu comportamento fitossociol6gico; (b)
avaliar a ciclagem de nutrientes, a fixagao biol6gica de nitrogénio e o efeito que as
plantas de cobertura podem causar em lavoura de C. canephora cv. Conilon, sob
manejo organico; (c) avaliar as caracteristicas quimicas e microbioldgicas do solo
sob cafeeiros Conilon (C. canephora) em manejo organico e convencional.
Plantas de cobertura foram semeadas nas entrelinhas de um cafezal de 6,5 anos,
conduzido sob manejo organico, com espacamento de 2,0 x 1,5 m. O
delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com quatro repeticoes, num
arranjo fatorial com tratamentos adicionais: testemunha, milheto (Pennisetum
glaucum) e as leguminosas feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), mucuna-ana
(Mucuna deeringiana) e feijao-guandu (Cajanus cajan), com e sem inoculacao
com Rizébio. Foram determinadas a matéria seca das plantas de cobertura, o
crescimento e as concentragdes de nutrientes no cafeeiro. Determinou-se, ainda,
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a densidade, a frequéncia e abundéancia relativa, o indice de valor de importancia
e de similaridade das plantas espontaneas. Efetuaram-se, também, analises
quimicas de solo e das partes vegetativas das plantas espontaneas e de
cobertura, bem como as concentracdes foliares do cafeeiro. A fixacao biologica de
nitrogénio (FBN) foi determinada pela técnica da abundancia natural. Foram
selecionadas duas areas cultivadas com café Conilon (manejo organico e
convencional) e uma area de fragmento de mata Atlantica, utilizada como
referéncia. Realizou-se analise quimica, granulométrica, concentracao do carbono
e de nitrogénio da biomassa microbiana e atividade respiratoria de
microrganismos do solo, em janeiro e julho, nas profundidades de 0-10 cm e 10 a
20 cm. Os dados foram submetidos a analise multivariada e analise descritiva das
variaveis. Foram identificadas 27 espécies, destacando-se Bidens subalternans e
Commelina benghalensis. As plantas de cobertura promoveram modificacées na
dindmica de sucessao de plantas espontaneas e nao prejudicam o
desenvolvimento do cafeeiro. Feijao-de-porco, mucuna-ana e milheto auxiliaram
no controle de plantas espontaneas. A FBN contribuiu com cerca de 80% do N
acumulado pelas leguminosas, sendo que a contribuicado foi equivalente a 27 - 35
kg N ha. Dessa forma, as leguminosas podem suprir parte da necessidade de
nitrogénio do cafeeiro Conilon. Nao se observou efeito significativo das plantas de
cobertura sobre as concentracdes de nutrientes e o crescimento do cafeeiro
Conilon. A inoculagado com rizébio n&o influenciou a ciclagem de nutrientes e FBN.
O carbono da biomassa microbiana foi o atributo microbiol6gico do solo que mais
contribuiu para agrupar as diferentes formas de cultivo. O solo do fragmento de
mata Atlantica, seguido pelo solo de café Conilon sob manejo orgénico,
apresentaram o0s melhores indices de qualidade de solo. Os atributos
microbiolégicos variaram conforme a época do ano e profundidade do solo,
apresentando maiores valores de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana
na camada superficial, no més de janeiro. Do ponto de vista nutricional, os
sistemas de manejo estudados (organico e convencional) apresentaram respostas
similares. Capitulo 2: Temperaturas baixas positivas afetam diversos
componentes fisioldgicos e bioquimicos das plantas. Contudo, essas possuem
mecanismos de aclimatacdo que conferem tolerAncia a essas condicbdes
limitantes e uma melhor capacidade de recuperacdo apos o fim do estresse. Os
objetivos deste trabalho foram: (a) avaliar o impacto de baixas temperaturas



positivas no aparato fotossintético, através da analise da composicao lipidica das
membranas dos cloroplastos e na taxa fotossintética, em dois genoétipos de Coffea
sp. submetidos a baixas temperaturas positivas; e (b) contribuir na caracterizacéao
das respostas fisioldégicas e bioquimicas de dois importantes genoétipos de C.
canephora e um genétipo de C. arabica, submetidos a baixas temperaturas
positivas e ao periodo de recuperagdo subsequiente, pemitindo elucidar os
mecanismos envolvidos em diferentes suscetibilidades a baixas temperaturas.
Plantas com cerca de 1 ano de idade foram colocadas em cémaras de
crescimento, onde permaneceram em condicbes controladas, quais sejam:
temperatura de 25/20°C (dia/noite), irradiancia 700-900 pmol m? s, atimosfera
com 380 uL CO, L', umidade relativa de 70% e fotoperiodo de 12h durante cerca
de 10 dias. As plantas foram depois submetidas sucessivamente a um
decréscimo gradual de 0,5°C diarios da temperatura, desde 25/20°C até 13/8°C,
um ciclo de 3 dias a 13/4°C e 14 dias de recuperacao. Durante o experimento,
foram avaliadas as trocas gasosas, a emissao de fluorescéncia da clorofila a, a
atividade de algumas enziméticas relacionadas com as vias fotossintéticas e
respiratérias, assim como os teores de pigmentos fotossintéticos e de aglcares
soluveis. Com a imposi¢do das condi¢ges de baixas temperaturas observou-se a
queda na taxa de fotossintese liquida, acompanhada de um aumento da
concentracao interna de CO.. Assim, o decréscimo daquela pode estar associada
a problemas n&o-estomaticos, nomeadamente, relacionados com o
funcionamento das membranas. O Conilon clone 02 foi 0 gendtipo mais afetado,
apresentando maior perda de folhas e menor recuperagao da fotossintese liquida
apos o fim das condicbes de estresse, seguido pelo clone 153, sendo Catucai o
menos afetado nesses parametros. O Catucai apresentou maior grau de
insaturacao de lipidios (18/13°C) e maior porcentagem de &cido linolénico no
fosfatidilglicerol, entre o controle e 13/8°C, sugerindo uma maior fluidez
membranar. Os gendtipos estudados apresentam sensibilidade a baixas
temperaturas, mas com tolerancia e capacidade de recuperacgao diferente, o que,
conjugado com a analise a outros parametros, pode contribuir para uma correta
escolha de cultivares e no melhoramento do género Coffea no que diz respeito a
tolerancia a baixas temperaturas. Em relacéo aos genétipos estudados, observou-
se que ocorre melhor recuperacdo do Catucai IPR 102, em comparagdo ao
Conilon clone 02, o que podera estar associado, além de outros fatores, a maior
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taxa de atividade da ribulose-5P cinase (no periodo de recuperagao), rubisco e
malato desidrogenase (nos ciclos de baixas temperaturas e no inicio da
recuperagao), bem como a maiores concentragdes de clorofilas e carotendides
totais (no periodo de recuperacao), zeaxantina e luteina (em praticamente todos
0s pontos avaliados). A manutencdo de maior grau de funcionalidade dos tecidos
vegetais podera, assim, estar ligada a manutencao da concentragéo da sacarose,
com a imposicao de baixas temperaturas. Por razdes similares, o Conilon clone
153 apresentou melhor recuperacdo em comparacao ao clone 02, sugerindo que,
mesmo em diferentes gendtipos selecionados a partir de uma mesma cultivar (C.
canephora cv. Conilon), pode existir variabilidade genética relativamente aos
mecanismos de protecado e aclimatacao a baixas temperaturas. Em termos gerais,
o genoétipo Catucai IPR 102 foi o que apresentou melhor recuperacéao
(relativamente a diversos parametros, mas em particular a taxa de fotossintese

liquida) apds o fim do periodo de estresse mais severo, seguindo-se o clone 153.

Xii



ABSTRACT

PARTELLI, Fabio Luiz; Agronomist Engineer, D. Sc.; Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro; July, 2008; Microbiological, nutritional,
physiological and biochemical aspects in coffee. Prof. Adviser: Henrique
Duarte Vieira.

The work was divided into two chapters. Chapter 1: The plants provide coverage
for benefits for agriculture, however if poorly managed can harm the development
of culture. The objectives of this work were: (a) evaluate the effect that cover
crops, associated with Coffea canephora cv. Conilon, imposes to weed
community; (b) The objective of this work was to evaluate nutrient cycling,
nitrogen’s biological fixation and the effect of cover crops over organic C.
canephora cv. Conilon crops and (c) evaluate soil chemical and microbiological
characteristics under conventional and organic management in Conilon (C.
canephora) coffee areas. Cover crops were planted between the rows of an
organic coffee plantation of 6.5 years old, with a 2.0 x 1.5 m arrange between
coffee trees. The experiment was arranged in a complete randomized block
design with four replicates in a factorial scheme with additional treatments: control,
Pennisetum glaucum and legumes: Canavalia ensiformis, Mucuna deeringiana
and Cajanus cajan with and without Rizobium inoculation. Cover crops dry weight,
growth and nutrient contents on coffee trees were determined. Weeds density,
frequency, relative abundance, importance value index and plant similarity index
were also determined. The analysis of soil chemistry and vegetative parts of
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spontaneous and cover plants, as well as the coffee leaf nutrient concentration
were also performed. Biological Nitrogen Fixation (BNF) was determined by the
natural abundance technique. Two areas cultivated with Conilon coffe
(conventional and organic management) and one area of Atlantic Forest (used as
reference), were selected. Chemical, texture, carbon and nitrogen microbial
biomass and soil microorganism respiratory activity analysis were performed in
January and July, at 0-10 cm and 10-20 cm depth. Multivariate and descriptive
data analysis were performed. Twenty seven species were identified, with special
emphasis on Bidens subalternans and Commelina benghalensis. Cover crops
promote modifications on the succession dynamics of weeds and do not interfere
with the development of coffee trees. Canavalia ensiformis, Mucuna deeringiana
and Pennisetum glaucum help on weeds control. BNF contributed with near 80 %
of the nitrogen accumulated by the leguminous plants, corresponding to 27 to 35
kg N ha'nitrogen contribution of dry biomass. Thus, leguminous plants may supply
part of the Conilon coffee nitrogen requirements. No significant effect of the
treatments over Conilon coffee nutrient concentration or growth was observed.
Rhizobium inoculation did not influence nutrient cycling and BNF. Microbial
biomass carbon was the soil attribute that contributed the most to cluster the
different cultivation methods. Atlantic Forest soil followed by the Conilon coffee
under organic management showed the best soil quality indexes. Microbiological
attributes vary according to year season and soil depth, showing higher values of
carbon and nitrogen of the microbial biomass on surface levels in January. From
the nutritional point of view, the management systems studied (conventional and
organic coffee) had similar results. Chapter 2: Low positive temperatures affect
several plant physiological and biochemical components. However, the plants
present acclimation mechanisms that confer tolerance to such limiting conditions
and better recovery ability after the exposure to stress. The objectives of this work
were: (a) evaluate the impact of low positive temperatures (chilling) in the
photosynthetic machinery, through the analysis of the lipid composition of
chloroplast membranes, of leaf loss and of leaf gas exchange and characterize the
(b) physiological and biochemical responses of Coffea canephora and C. arabica
genotypes submitted to low positive temperatures, allowing to elucidate the
mechanisms involved in cold tolerance/sensitivity. One year old plants were

placed under control conditions of 25/20°C (day/night), irradiance of 700-900 umol
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m?s”, 380 yL de CO, L, 70% relative humidity and a photoperiod of 12 h, for
about 10 days. The plants were then and submitted successively to 1) a gradual
temperature decrease (0.5°C per day) from 25/20°C to 13/8°C, 2) a 3 day chilling
cycle (3 x 13/4°C) and to 3) a recovery period of 14 days. During the experiment
were evaluated at leaf level the gas exchanges, fluorescence of chlorophyll a,
some enzyme activities (relate to photosynthetic and respiratory pathways), as
well as the contents of photosynthetic pigments and soluble sugars. TWith cold
imposition was observed a decrease in the net photosynthetic rate, accompanied
by a rise in the internal CO, concentration. In this way, such decrease will be
associated to non-stomatal problems, namely with those related to the functioning
of the membranes. Conilon clone 02 was the most affected genotype, showing the
higher value of leaf loss and the lowest photosynthetic recovery after the stress
imposition, followed by clone 153, being Catucai the genotype less affected in
these parameters. This genotype presented higher lipid unsaturation (18/13°C)
and higher percentage of linolenic acid in phosphatidilglycerol between control and
13/8°C, suggesting a higher membrane fluidity. The studied genotypes present
cold sensitivity but display differential tolerance and recovery capabilities, what,
together with the analysis of other parameters may contribute for a correct
selection of genotypes and to the breeding of Coffea genus in what concerns cold
tolerance. In what concerns the studied genotypes, it observed that Catucai IPR
102 presents a better recovery in comparison to Conilon clone 02, what might be
associated, namely, to the higher activities of ribulose-5P kinase (during the
recovery period), rubisco and malate dehydrogenase (during the low temperature
cycles and in the beginning of recovery), as well as, due to higher total chlorophyll
and carotenoid contents (under recovery), zeaxanthin and lutein (in almost of the
evaluated data points). The maintenance of a higher functional status might be in
turn related to the maintenance of sucrose contents during the cold imposition. By
the same reasons clone 153 showed a better recovery in relation to clone 02,
suggesting that even in genotypes selected from the same cultivar (C. canephora
cv. Conilon) might exist genetic variability in relation to protection and acclimation
mechanisms to low temperatures. In global terms the Catucai IPR 102 genotype
recovery better (concerning several parameters, in particular net photosynthetic
rate) after the end of the stressful period, followed by the clone 153.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o café movimenta anualmente aproximadamente 100 bilhdes
de ddélares no mundo. A cadeia do café emprega direta e indiretamente meio
bilhdo de pessoas em todo o mundo (Embrapa, 2004). A cafeicultura brasileira
destaca-se como um dos setores agricolas mais importantes do pais, pois é
rentavel, gera divisas e postos de trabalho, e, conseqlientemente, fixa 0 homem
no campo, promove melhor interiorizacao e desenvolvimento nos municipios onde
se produz e/ou processa (Silva e Costa, 1995; Matiello, et al., 2005).

O consumo moderado de café torrado e moido proporciona melhor
concentracdo e aprendizado, inclusive para criancas (Encarnagéo e Lima, 2003),
apresenta propriedades antioxidantes (Svilaas et al.,, 2003) e é antagonista
opidide (Suzuk et al., 2002), que de forma indireta pode vir a reduzir o consumo
de drogas (Encarnacdo e Lima, 2003). Além disso, o café pode diminuir a
probabilidade de as pessoas apresentarem infarto do miocardio (Matetzky et al.,
2003), colesterol (Strandhagen e Thelle., 2003) e mal de Parkison (Ross et al.,
2000).

O cultivo de café, utilizando o manejo convencional, ocorre em grande
parte do territério brasileiro, entretanto, com uma percepcdo de maior
sustentabilidade de tal sistema de producéo, a utilizacdo de técnicas baseadas no
manejo organico tem crescido, criando um novo nicho de mercado muito peculiar
de cafés especiais, 0 nicho dos cafés organicos. Segundo Pedini (2000) e
Penteado (2000), no cultivo de café organico existem alguns pontos favoraveis,



dentre eles, o enquadramento no mercado justo (mercado solidario, proveniente
da agricultura familiar e que preserva os recursos naturais), a ndao existéncia de
barreiras ambientais e a existéncia de um mercado disposto a pagar maior valor
pelo produto, variando de 30 a 50%. Por outro lado, possuem limitagbes, como
custo de certificacdo, falta de profissionais na area, falta de pesquisas
especificas, custo de insumos e dificuldades em substituir a adubacgéo
nitrogenada (Pedini, 2000; Penteado, 2000). Para os cafeicultores organicos do
café Conilon, além desses itens, ha como limitacées a nao diferenciagdo do preco
e a queda da produtividade das lavouras, sendo a ultima associada a dificuldade
de encontrar insumos organicos disponiveis (Partelli et al., 2006a).

Nos ultimos anos tém se observado a expansao da cafeicultura organica,
mas os técnicos e agricultores envolvidos na atividade encontram dificuldades no
cultivo das lavouras, principalmente, em conseguir produtividades elevadas com
baixo custo de producado, na qual estdo envolvidos questbes de conservacado de
solo, microbiologia, fisica e quimica de solo e suprimento de nutrientes na
lavoura. Esses problemas tornam-se muito significativos se considerar que o
produtor rural atua num mercado altamente competitivo, de economia globalizada.

Estima-se que os gastos com fertilizantes e calcarios representem 30% do
custo total da producdo do cafeeiro. Desses insumos utilizados no cafeeiro, os
fertilizantes nitrogenados sao responsaveis pelo consumo de, aproximadamente
200 mil toneladas por ano, representando um gasto estimado de cerca de R$ 400
milnées no Brasil (Embrapa, 2004). Dessa forma, a melhoria da fertilidade e
substituicdo de nitrogénio através de outras formas pode levar a produtividades
satisfatorias, com menor custo de producao e maior sustentabilidade. A utilizacao
de matéria organica é uma realidade entre os agricultores orgéanicos e, de acordo
com Fernandes et al. (2000), pode substituir a adubacao quimica, desde que seja
utilizada de forma equilibrada e balanceada.

Segundo Reich et al. (2001), a fixacdo mundial de N pela indlstria é
superior a 80 milhdes de toneladas, enquanto a proveniente da fixacao bioldgica
fica em torno de 170 milhdes de toneladas (Schlesinger, 1997). Esse valor pode
ser influenciado, dentre outros fatores, pela inoculagdo de estirpes de bactérias
apropriadas (Oliveira et al., 2002a) e aplicagao de adubos fosfatados (Somado et
al., 2006; Oberson et al., 2007; Pons et al., 2007).

A utilizacdo de plantas de cobertura desponta como uma pratica viavel,



uma vez que tais espécies favorecem a densidade e diversidade de
microrganismos edaficos, principalmente solubilizadores de P (Carneiro et al.,
2004), melhora a estrutura do solo (Carvalho et al., 2004), proporciona a ciclagem
de nutrientes e, quando se utilizam leguminosas, também promove, juntamente
com bactérias especificas a fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico (Oliveira
et al., 2002a; Perin et al., 2004; Ricci et al., 2005; Alves et al., 2006; Teixeira et
al., 2006; Pietsch et al., 2007). Dessa forma, tal pratica contribui positivamente
para o balanco de N e P (Castro et al., 2004; Chu et al., 2004; Alves et al., 2004),
aumento do estoque de C e N no solo (Bayer et al., 2000) e, consequientemente,
pode proporcionar aumento na producdo das culturas (Heinrichs et al., 2002;
Oliveira et al., 2002b; Spagnollo et al., 2002; Kaizzi et al., 2006) e também podem
reduzir a infestacao de plantas espontaneas em diversas culturas (Caetano et al.,
2001; Favero et al. 2001; Anthofer e Kroschel, 2005; Silva et al., 2006b).

No entanto, quando manejadas de maneira inadequada, podem provocar
queda da producao (Paulo et al., 2006; Heinrichs et al., 2002). Assim, torna-se
necessaria a escolha de plantas de cobertura adaptadas as condigdes
edafoclimaticas e com elevada capacidade de producdo de biomassa. Dentre as
caracteristicas desejaveis para essas espécies, podem ser destacadas boa
tolerAncia a seca, baixa exigéncia nutricional, rapido crescimento e boa
capacidade de cobertura do solo. Dessa forma, a melhoria da fertilidade do solo e
substituicdo e/ou complemento de N com a utilizagdo de plantas fixadoras de N,
podem levar a produtividades satisfatérias com menor custo de producdo e com
maior sustentabilidade.

Temperaturas baixas positivas afetam diversos componentes do processo
fotossintético, pois reduzem a energia cinética das moléculas, a condutancia
estomatica, fotossintese liquida, eficiéncia fotoquimica do fotossistema I,
transporte tilacéidal de elétrons, atividade enzimatica, metabolismo do carbono e
0 crescimento vegetal, alterando ainda a composicéo e a estrutura dos complexos
de pigmentos fotossintéticos (Haldimann, 1998; Salonen et al., 1998; Allen e Ort,
2001; Strauss et al., 2007; Hund et al., 2008; Suzuki et al., 2008; Zhu et al., 2008)
e a composicao lipidica dos cloroplastos (Campos et al., 2003; Bohn et al., 2007).
Esses efeitos também foram observados no género Coffea (Oliveira et al., 2002b;
Silva et al., 2004), com intensidades distintas entre diferentes espécies (Campos
et al., 2003; Ramalho et al., 2003; Silva et al., 2004), devido provavelmente a



caracteristicas morfo-fisiolégicas distintas entre as espécies, como acontece entre
C. arabica e C. canephora (DaMatta et al., 1997; Carvalho et al., 2001; Ramalho
et al., 2003).

O cafeeiro, quando cultivado em latitudes superiores a 152 S, apresenta
um decréscimo acentuado na taxa de crescimento no inverno (Barros e Maestri,
1974; Barros et al., 1997; Mota et al., 1997; Libardi et al., 1998; DaMatta et al.,
1999; Amaral et al., 2001, 2006; Nazareno et al., 2003; Silva et al., 2004).
Contudo, os cafeeiros possuem mecanismos de defesa/aclimatacao que passam
por alteragcdes quantitativas e qualitativas dos lipidios membranares e pelo
aumento da capacidade de dissipacao do excesso de energia, que conferem uma
maior tolerancia ao frio e uma melhor recuperacao apds o fim do estresse
(Campos et al., 2003; Ramalho et al., 2003). Além disso, podem possuir enzimas
antioxidantes, fundamentais na defesa da planta (Dewir et al., 2006).

Recentemente, o cultivo de café Conilon em areas de maior altitude
(temperatura baixa positiva) tem crescido. Agricultores e pesquisadores acreditam
que o cultivo do Conilon pode ser mais uma alternativa de cultivo nestas
condi¢cbes, uma vez que a espécie apresenta maior tolerancia a condicées de
estresse bibtico e abibtico, apesar de ser mais susceptivel a baixas temperaturas
em comparacdo ao café Arabica (DaMatta et al., 1997; Ramalho et al., 2003),
podendo, portanto, ser uma alternativa.

Um conhecimento interdisciplinar que permita integrar os diversos
componentes de um agrossistema (solo - planta - ambiente) € importante para
melhor entender os fatores que estao relacionados a produtividade e manejo dos
cafeeiros. Assim, estudos sobre questdes microbiolégicas, quimicas e fisicas do
solo, nutricionais, fisioldgicas e bioquimicas da planta e a utilizacao de
leguminosas podem contribuir para um melhor manejo dessas lavouras, podendo
colaborar para um melhor manejo.

No Brasil, existem muitas lavouras sob o sistema de cultivo convencional,
em transicdo e organico; portanto, este trabalho podera dar suporte aos
produtores e profissionais da area agricola sobre questdes de conservacdo de
solo, utilizacdo de leguminosas e nutricdo do cafeeiro, fatores que estédo
intimamente relacionados com a protecdo e conservacdo do ambiente, a
produtividade da lavoura e com o custo de producdo do café e,
conseqlentemente, com a sustentabilidade da atividade. Também, por intermédio



de estudo fisiolégico e bioquimico do desenvolvimento do cafeeiro no decorrer do
ano e sob estresse a baixas temperaturas, pode-se esclarecer os mecanismos
fisiologicos e bioquimicos de defesa e adaptacao das plantas a essas condigdes,
podendo auxiliar no manejo e no processo de selecdo de variedades tolerantes a
baixas temperaturas.

Dessa forma, os objetivos deste trabalho so:

1. Avaliar, em condicdes de campo, a interferéncia que as plantas de
cobertura cultivadas nas entrelinhas de Coffea canephora cv. Conilon impdem
sobre as plantas espontaneas, bem como verificar seu comportamento
fitossociolégico.

2. Avaliar a ciclagem de nutrientes, a fixagao biolégica de nitrogénio e o
efeito que as plantas de cobertura podem causar em lavoura de C. canephora cv.
Conilon, sob manejo organico.

3. Avaliar as caracteristicas quimicas e microbiolégicas do solo sob
cafeeiros Conilon (C. canephora) em manejo organico e convencional.

4. Avaliar o impacto de baixas temperaturas positivas no aparelho
fotossintético através da andlise da composicdo lipidica das membranas dos
cloroplastos e na taxa fotossintética, em dois genétipos de Coffea sp., submetidos
a baixas temperaturas positivas.

5. Contribuir para a caracterizacdo das respostas fisiolégicas e
bioquimicas de dois importantes genoétipos de C. canephora e um gendtipo de C.
arabica, a baixas temperaturas positivas e ao periodo de recuperacao
subsequiente, pemitindo elucidar os mecanismos envolvidos em diferentes

suscetibilidade a baixas temperaturas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cultura do café (Coffea sp.)

O genero Coffea é representado por pelo menos 103 espécies, no entanto
o C. arabica e C. canephora sao aqueles que se destacam comercialmente (Davis
et al., 2006). A producdo mundial do café nos ultimos anos tem sido superior a
110 milhdes de sacas, produzido principalmente nos paises considerados em
desenvolvimento, como o Brasil (12), seguido pelo Vietna, Colébmbia, Indonésia,
Etiopia, Peru e México (ICO, 2008). O agronegdcio cafeeiro movimenta
aproximadamente 100 bilhées de dblares e emprega direta e indiretamente 500
milhdes de pessoas em todo o mundo (Embrapa, 2004). Os Estados Unidos,
seguido pela Alemanha, Japao, ltalia e Franca, sdo os maiores importadores.
(ICO, 2008).

O Brasil também é o maior exportador mundial de café, gerando divisas e
postos de trabalho e, conseqientemente, fixando o homem no campo e
promovendo melhor interiorizagcdo e desenvolvimento nos municipios onde se
produz e/ou se processa o café, o que faz da cultura um dos setores agricolas
mais importantes do pais (Matiello et al., 2005). Na safra de 2006/2007 a
producéo brasileira de café Arabica foi de 33 milhdes de sacas e de café Conilon
foi de 9,5 milhdes, numa area de 2,15 milhdes de hectares com 5,67 bilhdes de

cafeeiros (Conab, 2007), sendo exportados, em 2007, 28 milhdes de sacas, o que



equivale a 65% da producgao nacional e aproximadamente, 29% das exportacoes
mundiais do produto (ICO, 2008).

A cultura de café no Brasil esta concentrada principalmente nos Estados
de Minas Gerais, Espirito Santo e Sao Paulo. Apresentou uma producéo de 42,5
milhdes de sacas de 60 kg de café beneficiado na safra de 2006/2007, numa area
de 2,3 milhdes de hectares (92,7% em producao e 7,3% em formacédo), e num
total de, aproximadamente, 5,5 milhdes de cafeeiros (Conab, 2007). A cultura esta
presente em 1850 municipios e em 300 mil propriedades, empregando direta e
indiretamente 8,4 milhdes de pessoas (Coelho, 2002).

Dentre as espécies do género Coffea, C. arabica e C. canephora sao as
duas espécies cultivadas no Brasil, as quais representam uma produgédo de,
aproximadamente, 77,7% e 22,3%, respectivamente (Conab, 2007). O café
Arabica representa 100% da producdo do café nos Estados de Sao Paulo e
Parana, 99,9% em Minas Gerais, 76,6% na Bahia e 23,6% no Espirito Santo,
sendo cultivado em areas com altitude geralmente superior a 400 metros. Por
outro lado, o café Robusta (C. canephora), do qual a cultivar Conilon é
preponderante, representa 100% da producao dos Estados de Rondénia e Para e
76,4% no Espirito Santo (Conab, 2007), sendo cultivado, predominantemente, em
areas com altitude até 400 metros e latitude inferior a 21° Sul.

A bebida do café Conilon é mais encorpada, menos aromatica e
apresenta pouca acidez e mais sélidos soluveis (Leite e Silva, 2000), sendo essa
espécie apropriada para solubilizagdo e elaboracdo de “blends”, para cafés
torrados (Silva e Leite, 2000), expressos e soluveis (Reuvas et al.,, 1997),
segmento este que tem apresentado boas oportunidades, pois ha um aumento do
consumo de cafés prontos. De acordo com Lima (1991) e Encarnagédo e Lima
(2003), o café torrado e tomado moderadamente faz bem a saude, sendo a quarta
bebida na preferéncia nacional, depois da agua, refrigerante e sucos naturais.

2. 2. Producao organica

O sistema organico de producdo agropecuaria é aquele em que se
adotam tecnologias que otimizem o uso de recursos naturais e socioeconémicos,
respeitando a integridade cultural. Tem como objetivo a auto-sustentacéo, a

maximizacao dos beneficios sociais, a minimizacdo da dependéncia de energias



nao renovaveis e a eliminacao do uso de agrotoxicos e outros insumos artificiais
téxicos, organismos geneticamente modificados-OGM/transgénicos, ou radiacbes
ionizantes em qualquer fase do processo de producdo, armazenamento e de
consumo, e entre os mesmos. Dessa forma, privilegia a preservacao da saude
ambiental e humana, assegurando a transparéncia em todos os estagios da
producdo e da transformacdo (Brasil, 2003). Deve ser economicamente viavel,
ecologicamente sustentavel, socialmente justa e culturalmente aceitavel
(Alvarenga et al., 2002).

A agricultura convencional trouxe muito progresso para a Ciéncia
Agrondmica em termos de conhecimentos e de produtividade por unidade de area
a curtos prazos; entretanto, trouxe problemas como a perda de fertilidade dos
solos, aumento do ataque de insetos/pragas e doencgas das plantas, decréscimos
da qualidade ambiental pela contaminacdo de alimentos e degradagcdo do meio
por agroquimicos e exploracao inadequada das culturas (Paschoal, 1995). Nesse
contexto, a agricultura organica desponta no inicio do Século XXI como o novo
paradigma para a solugdo de parte desses problemas, podendo promover um
desenvolvimento rural mais sustentavel, principalmente no que se refere a
agricultura familiar (Deffune, 2001; Theodoro, 2001; Ricci et al., 2002).

No Mundo, existem cerca de 23 milhdes de hectares, que sdo manejados
organicamente em aproximadamente 400.000 propriedades, representando,
aproximadamente, 1% do total das terras agricolas do mundo (Yussefi, 2003). De
acordo com Kortbech-Olesen (2003), citado por Darolt (2003), o comércio mundial
de alimentos organicos (considerando 16 paises Europeus, América do Norte e
Japao) movimentou, aproximadamente, US$ 17,5 bilhdes em 2000, e cerca de
US$ 21 bilhdes em 2001, podendo atingir entre US$ 29 a 31 bilhdes em 2005.
Entretanto, é importante destacar que esses dados nao sao oficiais.

No Brasil foram cultivados 275.576 hectares por 14.868 produtores em
2001, ocupando 0,08% das terras agricultaveis do pais, isto sem considerar o
recente acréscimo de cerca de 500.000 hectares de pastagens orgéanicas (Darolt,
2003). Em relacdo ao café organico brasileiro, tem-se notado um salto na
producédo, onde no ano de 1995 exportou-se 432 sacas de 60 kg (Caixeta e
Pedini, 2002), e em 2004 exportou-se, aproximadamente, 5.000 sacas organicas
de café arabica. O consumo de cafés especiais tem crescido numa taxa de 15%



ao ano (Embrapa, 2004), entretanto, os cafeicultores de café Conilon ndo estdo
atingindo um mercado diferenciado e satisfatorio (Partelli et al., 2006a).

2. 3. Qualidade do solo

Na avaliacdo da qualidade do solo levam-se em consideracdo 0s seus
aspectos funcionais e, segundo Doran e Parkin (1994), a qualidade do solo é a
capacidade desse funcionar dentro dos limites do ecossistema para sustentar a
produtividade biolégica, manter a qualidade ambiental e promover a saude de
plantas e animais e, de acordo com Kimpe e Warkentin (1998), citado por
D’Andrea et al. (2002), a restauracdo da qualidade do solo, apds cultivos
desordenados e consequentes processos de degradacdo, relaciona-se
diretamente com o restabelecimento dessas fungdes.

Os microrganismos sao cruciais ao equilibrio e sustentacdo dos
ecossistemas terrestres e aquaticos, pois desempenham fungdes impares e
fundamentais, como ciclagem de nutrientes, decomposicdo de residuos
organicos, fertilizacao de solos, controle bioldgico, fixacdo biolégica de nitrogénio,
dentre muitas outras funcdes. Por outro lado, podem acarretar problemas como
doencas as plantas, produzir hormonios indesejaveis para determinada situacao e
outras, mas longe de se comparar com 0s beneficios advindos pelos mesmos
(Moreira e Siqueira, 2002).

Os microrganismos sao importantes tanto na biociclagem, como no
armazenamento de nutrientes em suas células, protegendo-os, principalmente, o
fésforo da absorcao pelos coléides do solo e, conseqlientemente, mantendo
maior quantidade de nutrientes na forma disponivel por mais tempo (Conte et al.,
2002).

Apesar de se conhecer as imensas vantagens dos microrganismos, que
sdo insubstituiveis, e saber das mudancas de ambiente ocasionadas
principalmente pelo desmatamento, queimadas e uso inadequado das tecnologias
agricolas, o homem tem agido de forma irracional e insustentavel, acarretando
perda do potencial agricola e reducao de atividade, diversidade e quantidade
microbiana. Dessa forma, tem se buscado obter um conhecimento mais
abrangente sobre os microrganismos do solo, para, assim, emprega-los na

agricultura de uma maneira eficiente, pratica e sustentavel.
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O carbono presente na biomassa microbiana (Cmic) é o carbono em inicio
de transformacado no solo e funciona como energia armazenada para processos
microbianos e, devido apresentar respostas rapidas as alteragdes no solo, pode
ser utilizado como identificador precoce de alteragbes na matéria organica
(D’Andréa et al., 2002) e indicar qualidade do solo (D’Andréa et al., 2002;
Matsuoka et al., 2003), sendo um indicativo de alteracdes na atividade microbiana
do solo (Pereira et al., 2004).

Pesquisadores como D’Andréa et al. (2002), Matsuoka et al. (2003),
Mendes et al. (2003), Perez et al. (2004) tém relatado que o valor do Cmic € maior
em solos ndo alterados (vegetacdo nativa), e 0 mesmo ocorre com o fésforo
microbiano e com a atividade da fosfatase acida (Conte et al., 2002), o que € uma
situacdo bastante particular para microbiota do solo nesse sistema, sendo
estimulada pelo fornecimento continuo de materiais organicos distintos, com
diferentes graus de susceptibilidade a decomposi¢do, provenientes da grande
diversidade da vegetacdo nativa. Nesse ambiente também existe maior
diversidade de compostos organicos depositados na rizosfera, o que, segundo
D’Andréa et al. (2002), constitui um fator favoravel a sobrevivéncia e crescimento
dos diferentes grupos de microrganismos do solo.

Por outro lado, Theodoro et al. (2003a), ao trabalharem com café Arabica
sob diferentes manejos (organico, convencional e em conversao), contrastando
com mata nativa, verificaram que nédo houve diferenca no carbono da biomassa
microbiana entre os sistemas estudados; portanto, relatam que cinco anos de
sistema orgéanico nao foram suficientes para verificar diferencas significativas.
Verificaram-se diferencas apenas entre as épocas estudadas, sendo maior no
verao (época chuvosa) em relagdo ao inverno (época seca), o que, segundo 0s
mesmos autores, pode estar relacionado com a manutencao da umidade do solo,
a liberacao de exudatos radiculares e a morte das células das raizes.

Trabalhos comparando sistemas de plantio direto com convencional tém
demonstrado que ha maior presenca de Cmic no sistema de plantio direto com
passar de varios anos (Balota et al., 1998; D’Andréa et al., 2002; Mendes et al.,
2003). Assim, a diversidade e abundancia de microrganismos decompositores,
juntamente com a auséncia de perturbagdes decorrentes de atividade antrépica,
tornam possivel a existéncia de maiores teores de biomassa microbiana,

indicando o maior equilibrio da microbiota do solo nesse ambiente.
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O quociente microbiano (relacdo Cmic/carbono organico - CO), segundo
Sparling (1992), é influenciado pelo grau de estabilidade do carbono organico e o
histérico do manejo do solo; portanto, expde que é necessario estabelecer um
valor base para cada regido de estudo e, segundo o mesmo autor, ndo deve ser
avaliada isoladamente, devido o seu comportamento variado. Balota et al. (1998),
verificaram valores mais elevados de Cmic/CO no plantio direto em relacdo ao
convencional.

A atividade microbiana da biomassa pode ser avaliada pela respiragao
basal, pela liberacdo de CO, em amostras coletadas no campo, sendo a
quantidade de carbono liberado indicativo de carbono labil ou prontamente
metabolizavel do solo (Doran e Parkin, 1996). Estudos realizados por Balota et al.
(1998), mostraram valores maiores da respiragdo basal no plantio direto em
relagdo ao convencional e atribuiram essa ocorréncia ao fato de que nesse
sistema ha uma maior atividade bioldgica, justificada pelo acumulo de matéria
organica rica em fracdes labeis a superficie do solo (Vargas e Scholles, 2000), e,
segundo Nsabimana et al. (2004), a adicao de matéria organica proporciona maior
atividade e catabolismo na comunidade microbiana.

Segundo Assis Junior et al. (2003), o sistema de mata nativa com 559,37
mg CO, m? h™' e pastagens em monocultura e consorciada com eucalipto com
538,25 e 488,81 mg CO», m? h™', respectivamente, que apresentaram maior
atividade bioldgica, enquanto os menores valores foram registrados no arroz e na
area desmatada com 202,82 e 165,16 mg CO, m? h™', respectivamente. Esses
mesmos pesquisadores descrevem que altos valores da taxa respiratéria em
sistemas com pastagens solteira e consorciada com eucalipto podem estar
relacionados a grande quantidade de biomassa microbiana acumulada na
serapilheira e nas fezes de animais sob essas coberturas vegetais.

O quociente metabodlico, qCO, (relacdo entre a quantidade de CO:
produzido por unidade de carbono da biomassa microbiana e por unidade de
tempo), segundo Anderson e Domsch (1993), permite avaliar os efeitos
ambientais e antropogénicos sobre a atividade microbiana do solo e, em solos
sob floresta, foi indicador sensivel para estimar o potencial de decomposi¢cdo da
matéria organica (Gama-Rodrigues et al., 1997). No sistema convencional, o
revolvimento do solo contribui para promover perturbacées promotoras de
estresse na populacao microbiana, e as adicbes de carbono nesses sistemas séao
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pequenas; assim 0s microrganismos terminam por consumir o carbono organico
do solo, causando sua reducdo. Nesse sentido, Anderson e Domsch (1993),
sugerem que maiores valores de qCO, indicam que a populagdo microbiana esta
consumindo mais carbono oxidavel para a sua manutencao, fato encontrado por
Balota et al. (1998) em plantio convencional.

Deve-se considerar, também, que apenas 15 a 30% da biomassa
microbiana do solo é ativa (Mac Donald, 1986) e que o restante dos
microrganismos do solo ocorre em formas latentes ou inativas, com baixa
atividade metabdlica (Moreira e Siqueira, 2002). Isso pode causar dificuldades na
interpretacao dos valores de gqCO., pois esse leva em consideracdo o teor total de
carbono da biomassa microbiana do solo.

Considerando todo o nitrogénio encontrado na matéria viva, 94%
encontra-se nas plantas, 4% na microbiota e 2% nos animais. O nitrogénio
encontra-se distribuido no solo, principalmente em quatro formas, dentre elas o
N2, N orgénico, N-NH4 e N-NOg, contendo, respectivamente, 11.500, 7.250, 10 e
50 kg ha (Moreira e Siqueira, 2002). Assim, o solo pode ser considerado o
principal reservatério de ligacdo entre os componentes da biosfera (Rochette e
Angers, 1999).

A biomassa microbiana é a parte viva da matéria organica do solo e
contém de 1 a 4% de carbono e de 3 a 5% de nitrogénio, os quais representam
um reservatério de nutrientes para as plantas, que através do processo de
decomposicdo da matéria organica, promove a sustentabilidade biolégica e a
produtividade nos ecossistemas (Schloter et al., 2003). A imobilizacdo ou
liberacdo dos nutrientes depende da dinamica dos microrganismos do solo, da
quantidade de residuos vegetais e da eficiéncia da utilizacado de carbono pela
microbiota presente (Baudoin et al., 2003). A biomassa microbiana responde de
maneira rapida a adicdo de insumos organicos aplicados no solo, determinando a
decomposicdo da matéria organica, a relagdo C:N, a mineralizacdo e a
imobilizacdo de nutrientes (Hatch et al., 2000).

O rapido retorno de N no solo pelos microorganismos contribui para o
processo de mineralizacdo e é considerado relevante para a manutencao de
ecossistemas naturais (Jenkinson et al., 2000). Gama-Rodrigues et al. (1997)
relataram que a baixa fertilidade do solo em &reas sob cerrado nativo pode reduzir
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a taxa de decomposicao da matéria organica, acarretando uma imobilizacao de N
na biomassa microbiana, e esta funcionando como reserva.

Perez et al. (2005), ao trabalharem com diferentes sistemas de manejo
(semeadura direta, uma gradagem, subsolagem e duas gradagens), comparando
com solo do cerrado nativo, concluiram que o nitrogénio da biomassa microbiana
em solos nao perturbados apresentam maiores valores em comparac¢ao aos solos
cultivados e que o nitrogénio microbiano e total diminuem com o aumento da
profundidade do solo.

A simbiose micorrizica no cafeeiro é importante, pois o cafeeiro apresenta
elevada tendéncia a se associar com fungos micorrizicos arbusculares,
principalmente na fase de mudas, e essa simbiose pode ser influenciada de
acordo com tipo de manejo (Moreira e Siqueira, 2002). Em um trabalho realizado
por Theodoro et al. (2003a), com café Arabica sob diferentes manejos (orgéanico,
convencional e em conversdo), contrastando com mata nativa, a colonizagédo
micorrizica, bem como a interacdo entre sistemas e épocas nao apresentou
diferencas significativas entre os quatro sistemas estudados. Nesse mesmo
trabalho, relatam que ha diferencas de predominancia de certas espécies de
fungos de acordo com sistema de cultivo, pois esses solos apresentam-se
diferentes, entretanto, a diversidade foi similar entre as quatro areas estudadas.
Trabalhos relatados por Marschner e Dell (1994), Martins e Read (1996) e Martins
e Cruz (1998) mostram que hd transferéncia representativa de nutrientes entre

plantas através de micorrizas.

2. 4. Matéria organica

A matéria organica do solo representa um sistema complexo de
substancias, cuja dindmica é governada pela adicdo de insumos orgéanicos de
diversas naturezas e formas e pela sua transformagao continua sob acdo de
fatores biologicos, quimicos e fisicos. A matéria organica tem sua formacao
auxiliada por bactérias e fungos, contendo, em média, de 2 a 5 % do carbono
organico, de 1 a 5% do nitrogénio e de 2 a 20% do fosforo organico nos solos
tropicais (Smith e Paul, 1990) e, segundo Conte et al. (2002), a matéria organica
protege as enzimas da decomposicado. Na superficie do solo, a matéria organica

também fornece nutrientes para as espécies vegetais, com influéncia na retengéao
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de cations, estabilidade da estrutura do solo, infiltragdo e retencdo de agua, na
aeragao do solo e na atividade da biomassa microbiana, constituindo-se, dessa
forma, um componente essencial da capacidade produtiva do solo e,
consequentemente, das culturas (Santos e Camargo, 1999).

A matéria organica € constituida pelos produtos da decomposicdo dos
residuos organicos e do metabolismo microbiano, como carboidratos, resinas,
ligninas, aminoéacidos, proteinas e outros residuos. Outra parte da matéria
orgéanica no solo, cuja representatividade fica entre 85 a 90% da reserva total de
carbono organico, sdo as substancias humicas, que metodologicamente podem
ser separadas em fracdes, usualmente separadas em trés categorias: as
huminas, que é a matéria organica intimamente ligada a fragdo mineral do solo,
sendo, portanto, insolluvel; os acidos falvicos, os quais possuem conteldo elevado
de grupamentos funcionais oxigenados, portanto, sdo solluveis em meio acido e
basico; e os acidos humicos, insoluveis em meio fortemente acido, pois com a
protonagdo dos grupamentos funcionais, ha ocorréncia de colapso da estrutura e
precipitacdo das macromoléculas, e é a fracado mais estavel da matéria organica
humificada (Zech et al., 1997, citado por Schiavo, 2005). Dessa forma, o estudo
das fracbes humificadas pode ser utilizado para verificar a qualidade da matéria
organica, do humus (Schiavo, 2005) e, possivelmente, verificar a atividade
microbiana do solo.

Geralmente, quando os solos sdo cultivados h& diminui¢cdo nos teores de
matéria organica e de foésforo organico, devido a ocorréncia de alteragbes na
vegetacdo, mobilizacdo e arejamento do solo, com conseqiente aumento da
atividade microbiana e retirada de nutrientes (Magid et al., 1996, citado por Conte
et al., 2002).

2. 5. Nitrogénio

2. 5. 1. Formas disponiveis no solo

O nitrogénio é um constituinte importante do planeta, principalmente na
litosfera, onde é distribuido nas rochas, fundo dos oceanos e sedimentos, que
contém 1.10% g de nitrogénio, representando 98% do nitrogénio existente. O
nitrogénio na forma gasosa estd na concentracdo de 78% da atmosfera, a qual



15

tem um estoque estimado de 3,9.10%" g nitrogénio em formas ndo combinadas
(N2), sendo o segundo maior reservatério. Na biosfera encontra-se entre 2,8 a
6,5.102" g de nitrogénio, sendo que do total de nitrogénio organico terrestre, 96%
estdo na matéria organica morta e apenas 4%, nos organismos vivos. O
nitrogénio da matéria organica viva encontra-se predominantemente nas plantas
(94%), 4% na microbiota e 2% nos animais (Moreira e Siqueira, 2002).

No solo o nitrogénio encontra-se distribuido em véarios compartimentos
com os seguintes valores em kg.ha™: N, = 11.500, N-organico = 7.250, N-NH4* =
10 e N-NO3™ = 50. O nitrogénio encontra-se no solo em forma de nitrato (NO3),
amonio (NH4"), nitrito (NO2), éxido nitroso (N2O), éxido nitrico (NO), nitrogénio
elementar (N2), como uréia, proteinas, aminoacidos livres, aminas, agucares,
peptideos, quitina, quitobiose, peptidoglicano, &cidos nucléicos, bases
nitrogenadas, aminados € nos compostos organicos (Moreira e Siqueira, 2002).
No entanto, estes valores podem variar de maneira significativa conforme,

principalmente, a origem do solo, condigdes climaticas e manejo do solo.

2. 5. 2. Dinamica do elemento no solo

A maior parte das reservas de nitrogénio do solo € proveniente da fixagéo
bioldgica, sendo que também hé& incremento de nitrogénio através de fertilizantes,
descargas elétricas e antropogénica. Entretanto, ha perdas por desnitrificagcéo,
deposicao, lixiviacao e erosao (Tabela 1).

Tabela 1 — Fluxo global do N no solo. Fonte: Paul e Clark (1996), citado por
Moreira e Siqueira (2002)

Milhoes de Milhoes de
Processo toneladas de  Processo toneladas de
nitrogénio/ano nitrogénio/ano
N- mineralizado no 3000 Absorcéo pelas 1200
solo plantas
Adicoes totais 320 (100) Perdas totais 312 (100)
Fixacao biolégica 175 (56) Desnitrificacao 135 (43)
Fertilizantes 85 (26) Deposicao de NHs 62 (20)
Deposigao 20 (6) Lixiviacao 90 (29)
atmosférica
Antropogénica 40 (12) Erosao 25 (8)

Numeros entre parénteses sdo contribuicbes relativas de cada processo em
relacédo ao total.
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Através da descarga elétrica ocorre a formacao de 6xidos de nitrogénio,
que sao arrastados e incorporados ao solo. J& no processo industrial,
denominado de Haber-Bosch, o nitrogénio e hidrogénio, na forma de gases, sao
submetidos a altas temperaturas (500 a 600°C) e alta pressdo atmosférica (200
atmosfera). N2 + 3H> = 2NH3 (amoniaco) (Epstein e Bloom, 2006).

2. 5. 3. Fixacao biolégica de nitrogénio

O nitrogénio é encontrado de forma abundante na atmosfera na forma
estavel, devido uma forte ligacao triplice entre as duas moléculas de nitrogénio.
Mesmo sendo encontrado em grandes quantidades, a maioria dos organismos,
animais e vegetais, ndo consegue incorporar essa forma de nitrogénio a
esqueletos de carbono, portanto, este pode ter suas ligacdes rompidas por alguns
microrganismos e ser incorporado de outras formas (Epstein e Bloom, 2006).

A fixacdo biolégica do Ny ocorre devido a uma enzima, denominada
nitrogenase, que se encontra presente em alguns organismos fixadores de N. Do
ponto de vista energético, ela é dispendiosa para o organismo que a realiza, pois
segundo Heytler et al. (1984), citado por Epstein e Bloom (2006), no metabolismo
de carboidrato em leguminosas a planta consome 12 gramas de carbono organico
por grama de N fixado, entretanto, ha relatos que a maioria dos gastos
energéticos fica em torno de 6 a 8 gramas de carbono por grama de nitrogénio
(Moreira e Siqueira, 2002). Apesar disso, devido a presenca de um sistema
enzimatico, a reacao pode ocorrer a temperatura ambiente e pressdo atmosférica

de acordo com a Reacdao:

N2 + 16 ATP + 8 e + 8H" ---> 2 NH; + H> + 16 ADP + 16 Pi.

A associagao entre plantas e procariotos que fixam nitrogénio tem muitas
formas. Essas bactérias ocupam parte do tecido vegetal e podem fornecer
quantidades significativas de nitrogénio (Urquiaga et al., 1992; Oliveira et al.,
2002b). Dessa forma, pode-se citar exemplos conhecidos de associagdes entre
bactérias Rhizobiaceae e plantas leguminosas: o género Azorhizobium com o
género Sesbania, Bradyrhizobium japonicum com Glycine max (soja), Rhizobium
meliloti com Medicago sativa (alfafa), Rhizobium leguminosarum biovar viciae com

Vicia faba e com Pisum sativum (ervilha) e, Rhizobium leguminosarum biovar
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phaseoli com Phaseolus vulgaris, dentre outros. Vale lembrar que também ha
uma série de organismos de vida livre que fixam nitrogénio (Moreira e Siqueira,
2002).

A simbiose entre leguminosas e rizobios ndo é obrigatéria. Os rizobios
ocorrem de maneira livre no solo e as plantas crescem independentes desses. No
entanto, principalmente sob condi¢cdes de limitagdo de nitrogénio, os simbiontes,
por meio de troca de sinais, se “encontram”. Depois da sinalizacdo ocorre o
processo de infeccdo, desenvolvimento dos mddulos e fixagdo do nitrogénio
(Epstein e Bloom, 2006), processo que envolve a nitrogenase (Taiz e Zieger,
2002). Para ocorrer esses processos o ambiente deve estar propicio. Varios
genes de plantas e de rizébios estdo envolvidos e participam na formacao de
nédulos (Heidstra e Bisseling, 1996; van Rhijn et al., 1998) e mais de 50 genes
envolvidos nos outros processos (Moreira e Siqueira, 2002).

Varios fatores podem afetar a fixagdo biolégica de nitrogénio, dentre eles
destacam-se: a espécie, o genoétipo, a idade da planta, o pH do meio, a fertilidade
do solo, umidade, salinidade, temperatura, elemento téxico e outros fatores
(Moreira e Siqueira, 2002).

2. 5. 4. Adubacao verde

A adubacéao verde consiste em cultivar espécies vegetais para produzirem
biomassa, que apds seu corte serdo adicionados ao solo, objetivando manter e/ou
aumentar a matéria organica e a cobertura do solo e, conseqlientemente, deixa-lo
em melhores condigdes para o desenvolvimento da cultura de interesse comercial
(Bayer e Mielniczuk, 1997). Varios pontos basicos devem ser considerados para
conceituar adubacéo verde: a planta deve proporcionar cobertura e protecao do
solo, deve melhorar e/ou manter as condicdes fisicas, quimicas e biolégicas do
solo, promover aracao biolégica e introdugdo de micro-vida em profundidade no
solo e servir como uso eventual na alimentagdo animal ou outras finalidades
(Calegari et al., 1993).

A utilizacdo de plantas de cobertura proporciona protecdo do solo das
gotas de agua proveniente das chuvas e/ou irrigacdo; melhora a infiltracdo e
manutencdo da agua no solo, diminuindo a erosao; mobiliza e recicla nutrientes;
aporta nitrogénio; ajuda a diminuir infestacdo de plantas espontaneas e melhora a
vida do solo; proporciona alelopatia benéfica; atenua as oscilagdes térmicas;
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recupera solos degradados; solubiliza fésforo; diminui a lixiviagcdo de nutrientes,
em especial o nitrogénio; aumenta a capacidade de troca catibnica efetiva,
melhorando, indiretamente, a estabilidade de agregados; ajuda a controlar
doencas radiculares (Calegari et al., 1993) e melhora a eficiéncia de adubos
(Souza e Pires, 2002).

Além disso, algumas leguminosas ajudam no controle de nematoides
(Santos e Ruano, 1987), pois liberam na sua decomposicdo substancias
aleloquimicas e aumentam a atividade biolégica do solo (Costa, 1993). A
utilizagdo de residuos culturais também pode aumentar o crescimento e a
atividade microbiana na camada superficial do solo (Vargas e Scholles, 2000;
Vargas et al., 2004). Entretanto, as plantas de cobertura podem competir com as
plantas de interesse econémico, hospedar pragas e/ou doencas (Souza e Pires,
2002) e ocasionar alelopatia negativa (Calegari et al., 1993). Os efeitos da
adubacao verde variam de acordo com o clima, espécie utilizada como adubacéo
verde, cultura de interesse econdémico, classe do solo, manejo adotado nas
espécies e outros (Souza e Pires, 2002).

Para uma melhor eficiéncia da adubacao verde, as plantas a serem
utilizadas devem apresentar boa resisténcia a seca, pouca exigéncia em
nutrientes, rapido crescimento, grande produtividade de massa, boa produgéao de
sementes, boa capacidade de cobertura do solo e reciclagem de nutrientes,
apresentar simbiose com microorganismos benéficos e boa capacidade de
rebrota, quando necessario; por outro lado, ndo deve hospedar pragas e/ou
doencas das culturas de interesse econbémico e na maioria dos casos nao ser
voluvel, quando cultivadas em determinados tipos de consércio (Souza e Pires,
2002).

A adubacdo verde vem sendo empregada nos cultivos comerciais,
principalmente em plantio direto e em cultivos orgéanicos. As espécies da familia
das leguminosas se destacam por formarem associacées simbidticas com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico, resultando em aporte desse
nutriente na planta (Spagnollo et al., 2002; Perin et al., 2003; Castro et al., 2004;
Chu et al., 2004; Perin et al., 2004; Ricci et al., 2005; Alves et al., 2006; Espindola
et al., 2006b), contribuindo positivamente com balanco de nitrogénio (Castro et al.,
2004; Chu et al., 2004; Alves et al., 2006) e fésforo (Alves et al., 2004), com a
nutricdo das culturas (Heinrichs et al., 2002; Castro et al., 2004) e,
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consequentemente, com a producgado (Heinrichs et al., 2002; Spagnollo et al.,
2002).

Entretanto, quando manejados de maneira inadequada, podem provocar
queda da producéao (Heinrichs et al., 2002) e, segundo Paulo et al. (2001), em um
trabalho realizado em cafeeiro Arabica, as leguminosas Crotalaria juncea e
guandu ocasionaram menor producao no triénio avaliado e os demais adubos
verdes nao diferiram da area sem plantio intercalar.

As leguminosas também possuem baixa relacdo carbono/nitrogénio (em
torno de 25/1) quando comparadas a plantas de outras familias, o que facilita a
decomposicao dos residuos vegetais. Segundo Castro et al. (2004) e Perin et al.
(2004), as leguminosas tém contribuido mais em producado de fitomassa do que
em vegetacao espontdnea; além disso, protegem o solo dos efeitos da erosao
hidrica, reduzindo a perda de nutrientes. De acordo com Scivittaro et al. (2003),
as leguminosas ainda proporcionam melhor aproveitamento de nitrogénio da uréia
pelo milho e menor perda de nitrogénio no sistema solo - planta. Fato semelhante
também é relatado por Ambrosano et al. (2005) em cana-de-agucar. Além do
nitrogénio, as leguminosas podem aumentar a disponibilidade de fésforo para as
plantas (Canellas et al., 2004a), podem incorporar carbono e nitrogénio e conferir
maior grau de condensacao de acidos humicos na camada superficial dos solos
cultivados (Canellas et al., 2004b).

Segundo Meda et al. (2002), as plantas invasoras ou daninhas
apresentam potencial para aumentar a eficiéncia da calagem na correcdo da
acidez da sub-superficie do solo, devido a presenca de moléculas organicas
presentes nos extratos vegetais como complexos de célcio, o que facilita o
movimento vertical do insumo. Da mesma forma, as plantas utilizadas na
adubacao verde, como as leguminosas, podem agir de maneira semelhante ou
até com maior eficiéncia, ja que geralmente possuem um sistema radicular mais
desenvolvido e profundo. Além disso, de acordo com Carvalho et al. (2004), o
guandu pode proporcionar diminuicdo da densidade do solo. No entanto, ha
trabalhos cientificos mostrando que depois de trés anos de cultivo de leguminosas
as caracteristicas como carbono orgéanico, densidade do solo, porosidade e
estabilidade de agregados do solo manteve-se inalterada (Nascimento et al.,
2006), bem como a produtividade da cultura (Carvalho et al., 2004).



20

As leguminosas apresentam altas concentragdes de nitrogénio em seus
tecidos vegetais, 0 que acarretara, depois da queda das folhas ou corte das
plantas, uma contribuicao de nitrogénio para o sistema solo - planta (Castro et al.,
2004; Perin et al., 2004), apresentando, nos trabalhos realizados por Castro et al.
(2004), um percentual médio de nitrogénio proveniente da fixacao bioldgica de
60,8% pela crotalaria e de 72,6% pelo feijao caupi, e, de acordo com Perin et al.
(2004), a fixagao de nitrogénio na crotalaria foi de 61%, quando consorciada e de
57%, quando cultivada isoladamente, quando cultivados num Cambissolo. No
cultivo da soja a fixagao biolégica de nitrogénio foi superior a 82% (Alves et al.,
2006).

De acordo com Chu et al. (2004), o nitrogénio, fixacao pelo amendoim
(Arachis hypogaea), foi de 76,1%, quando fertilizado com 15 kg ha™ de nitrogénio
e de 50,7%, quando adubado com 150 kg ha™' de nitrogénio no solo cultivado com
a cultura do arroz na China, indicando que quando o solo da lavoura se encontra
bem nutrido, com nitrogénio, por intermédios de adubos organicos ou minerais, a
eficiéncia da fixagao biolégica é significadamente prejudicada.

Ao avaliar a producdo de bananeiras consorciadas com leguminosas
herbaceas perenes, Espindola et al. (2006a) verificaram que algumas dessas
espécies possibilitam aporte superior a 200 kg ha™ de nitrogénio, favorecendo,
consequentemente, um desenvolvimento mais rapido das bananeiras, bem como
maiores valores de peso de cachos e de pencas em relacdo a area sem a
presenca de adubacao verde.

2. 5. 5. Adubacao Verde no Cafeeiro

Na adubacdo verde do cafeeiro podem se utilizar plantas perenes ou
anuais, de pequeno ou grande porte, antes ou apds o plantio do cafeeiro, sendo
muitas as espécies que podem ser utilizadas, destacando-se as leguminosas, as
quais apresentam diferentes caracteristicas de interesse, no entanto, cuidados
devem ser tomados, principalmente com as arbéreas e vollveis (Tabela 2).

No cafeeiro, a utilizacdo de adubacédo verde em pré-cultivo € menos
usual, pois o cafeeiro € uma cultura perene, na qual sua maior exigéncia de
nutrientes encontra-se na fase de producado (Matiello et al., 2005), a partir dos
dois anos de idade. Nessa ocasido, o nitrogénio proveniente destes residuos ja

teria sido praticamente perdido por lixiviacdo e ou desnitrificacdo (Marschner,
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1995), pois em condi¢cdes de altas temperaturas e alta umidade no solo ocorre

uma rapida mineralizacdo de nutrientes constituidos nos tecidos vegetais das

plantas mortas (Moreira e Siqueira, 2002; Espindola et al., 2006a).

Tabela 2: Caracteristicas de algumas leguminosas que podem ser utilizadas
como adubo verde em culturas perenes (Adaptado de Calegari, 1998).

Habito de Floracéo Biomassa Espacamen Quant. N fixado
Espécies cresc. plena (t/ha/ano) tonaentre sementes (kg/ha/
(dias) Verde e Seca linha (kg/ha) ano)
Calopogénio (Calopogonium
P g' ( pog Volavel 180-210 15-40 4-10 0,5-1 10 64-450
muconoides)
Caupi (Vigna unguiculata) Ereto 70-110 12-47 2,5-5,4 0,4 60-75 50-354
Centrosema (Centrosema .
Rasteiro  200-220 16-35 3-7 0,4-0,8 - 93-398
pubencens)
Crotalaria breviflora Ereto 100 10-21 3-5 0,25 20 154
Crotalaria grantiana Ereto 140-160 7-28 2,56 0,25 8 154
Crotalaria juncea Ereto 80-130 15-60 5-15 0,25 40 150-165
Crotalaria mucronata Ereto 120-150 10-63 2,5-12 0,25 10 154
Crotalaria paulina Ereto 120-150 50-80 5-9 0,25 - 154
Crotalaria spectabilis Ereto 110-140 15-30 3-8 0,25 15 154
Feijao de porco (Canavalia
. . Ereto 100-120 14-30 3,2-7 0,5-1,5 150-180 49-190
ensiformis)
Guandu (Cajanus cajan) Ereto 140-180 9-70 3-22 0,5-1,5 50 41-280
Guandu ando (Cajanus Ereto 100 12-20 2,5-5,6 0,6-0,7 - -
cajan)
Guandu arbéreo (Cajanus Ereto 156-175 - - - - -
cajan)
Indigéfera (Indigofera sp) Ereto 240-270 15-30 4-10 0,5-1,5 - -
Kudzu tropical (Peuraria .
) Rasteiro  240-270 15-36  3,5-8 0,5-1 - 30-100
phaseoloides)
Lab-Lab (Lablab purpereum)  Volavel 130-140 18-30 3,9-13 0,5-0,8 45 -
Leucena (Leucaena Ereto 120 60-120 15-40 1,5-5 - 400-600
leucocephala)
Mucuna cinza (Mucuna i
) . Volavel 130-150 20-46 5-9 0,5-1,5 60-90 -
pruriens var utilis)
Mucuna preta (Mucuna i
) . Volavel 140-170 10-40 4-75 0,5-1 60-80 157
pruriens var prurients)
Mucuna rajada (Mucuna - 166 21,5 4,8 - - 163
pruriens)
Siratro (Macroptilium )
Rasteiro  210-240 14-28 3-6,5 0,5-1 - 70-140
atropurpureum)
Soja perene (Neonotonia Rasteiro  210-240 25-40 4-10 0,5-1 - 40-450

wightii)
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Assim, no caso de culturas perenes como o café, essa forma de cultivo de
adubacao verde nao seria, isoladamente, praticavel. Portanto, a utilizacdo de
culturas intercalares € mais indicada, pois possibilita a disponibilidade de
nutrientes, principalmente de nitrogénio, durante o ciclo da cultura, por meio do
corte programado do adubo verde e, consequientemente, de sua mineralizacao, o
que proporcionard nutrientes para cultura de maneira controlada (Castro et al.,
2004). Para isso, deve-se levar em consideracdo a exigéncia nutricional da
lavoura principal, época do ano e espécie de cobertura vegetal, pois, de acordo
com Espindola et al. (2006a), a liberacédo de nutrientes dos tecidos das plantas de
cobertura para as plantas cultivadas ocorre em func¢édo da época do ano (estacéao
seca ou chuvosa); espécie de leguminosa, por apresentarem relagao
carbono/nitrogénio; teores de lignina e hemicelulose em concentracdes distintas.

Nas condicdes estudadas por Lima et al. (2005), a decomposi¢cdo das
leguminosas ja foi significativa nos primeiros quinze dias, sendo o Calopogonium
mucunoides, Arachis pintoi e Cajanus cajan as espécies que apresentaram maior
velocidade de decomposicdo em relacdo a Crotalaria juncea, Dolichus lablab,
Stylozobium aterrimum e Stylozanthes guyanensis, quando cultivadas na entre
linha do cafeeiro.

A maioria das plantas de coberturas utilizadas no cafeeiro € formada por
leguminosas, pois essas apresentam uma vantagem impar sobre as outras
plantas de cobertura; a fixagdo biolégica de nitrogénio. Além disso, geralmente as
outras plantas de cobertura apresentam metabolismo C4, 0 qual, de maneira
generalizada, necessitam de maior energia proveniente da radiacdo para fixar
carbono em relacdo as plantas que fotossintetizam somente via o ciclo
fotossintético de Calvin (C3) (Chinthapalli et al., 2002; Taiz e Zieger, 2002), sendo,
portanto, mais afetadas quando essas plantas sdo submetidas ao sombreamento,
fato que ocorre quando cultivadas na entre linha do cafeeiro, isso quando essas
plantas apresentam pequeno ou médio porte e o cafeeiro encontra-se formado.

Em sistema agroflorestal com café, estudado por Mendonca et al. (2001),
a utilizacdo de leguminosas perenes e de porte alto provocou aumento da
capacidade de troca catibnica efetiva e a pH sete, aumento do carbono e
nitrogénio totais e promovem maior reciclagem de nutrientes, podendo ser
adotada principalmente, em areas acidentadas, aumentando a capacidade do
solo em promover melhores condicées de produtividade da cultura em médio e
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longo prazo, entretanto, para isso ocorrer estas plantas devem ser podadas todos
0s anos (Mendonga et al., 2001).

Dentre as leguminosas arbéreas, a Leucena sp. e Gliricidia sdo as mais
cultivadas. Geralmente no verdo essas espécies proporcionam sombra para o
cafeeiro, no qual pode sofrer reducao da capacidade fotossintética, condutancia
estomatica e da fotossintese liquida quando expostos em condigdes de radiacao
de 1500 pmol m?s™ (cafeeiro Ardbica em casa de vegetacdo) (Ramalho et al.,
1997) e, além disso, Oliveira et al. (2006) relatam que niveis menores de radiagao
favorecem as trocas gasosas no cafeeiro. Contudo, Nascimento et al. (2006)
descrevem que plantas de café Arabica sob seringueira apresentaram menores
valores de taxas fotossintéticas, condutancia estomatica e transpiracdo em
relacdo as plantas crescidas em pleno sol, as quais apresentaram médias
superiores de espessura de parénquimas e maior indice estomatico, verificando-
se, assim, plasticidade de adaptacao.

Segundo Faria et al. (1999), o uso de grevilea (Grevillea robusta) para o
sombreamento no cafeeiro proporcionou menor concentragdo de prolina nos
tecidos dessa cultura, indicando que o cafeeiro sombreado por esta planta sofre
menor estresse hidrico, corroborando com Barbosa et al. (2005), que descrevem
gue a acacia e leucena permitiram que os efeitos da seca e do frio fossem
reduzidos, favorecendo o crescimento do cafeeiro no inicio da época chuvosa e
com Bebé et al. (2005), ao relatarem que o cafeeiro Arabica apresentou maior
abscisdo foliar, quando cultivados a maior distancia das plantas de grevilea.
Esses fatos podem estar associados a protecdo do excesso de radiagdo e/ou de
uma melhor umidade do solo, uma vez que Matsumoto et al. (2001) relatam que
ha maior umidade no solo do cafeeiro quando cultivado mais proximo a grevilea.

Moreira et al. (2002), concluiram, baseado no seu experimento, que o
cafeeiro Mundo Novo submetido a sombra por Platycyamus regnellii
apresentaram melhor bebida e tamanho de grdos e menos defeitos em relacdo ao
cafeeiro cultivado a pleno sol, entretanto, os pesquisadores nao apresentam
dados estatisticos.

Ricci et al. (2002) verificaram que a produtividade do cafeeiro Conilon ndo
diferiu quando foi cultivado ao pleno sol, sombreado com Gliricidia sepium ou com
Eritrina variegata e com o uso de mamona no cafeeiro Arabica (Castro Neto et al.,

2004). Contrastando parte desses resultados, Santinato et al. (2003) descreveram
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que a grevilea foi prejudicial, diminuindo a produtividade do cafeeiro Arabica
cultivado na Bahia, e Prezotti e Rocha (2005) relataram que a produtividade do
cafeeiro Arabica na regido serrana do Espirito Santo foi menor quando utilizou o
calopogobnio.

DaMatta (2004) descrevem que o cafeeiro, quando submetido a pouca
luminosidade, apresenta maior estimulo ao crescimento vegetativo que ao
reprodutivo e ha um menor nimero de noés e flores por ramos, afetando
diretamente a produtividade do cafeeiro. Contudo, Souza et al. (2000)
descreveram que quando o sombreamento no cafeeiro foi de 30% ocasionou
favorecimento da atividade da enzima redutase do nitrato, maiores teores de
clorofila e maiores teores de acucares sollveis nos tecidos do cafeeiro Rubi.
Dessa forma, o manejo adequado das podas deve ser adotado, para proporcionar
uma protecdo do excesso de radiagdo, sem, no entanto, limitar a luminosidade
minima necessaria para o cafeeiro. Além disso, € através da poda que a maioria
dos residuos irao decompor e, posteriormente, disponibilizar nutrientes para o
solo e plantas.

Geralmente a poda das leguminosas de grande porte ocorre no inicio do
inverno, isso para proporcionar a entrada de luz no inverno e favorecer a protegao
da radiacao no verao nas plantas cultivadas.

No que se refere a leguminosas de pequeno porte, cultivadas na entre
linha de cafeeiros, sao encontrados trabalhos relatando vantagens e
desvantagens. Em rrelacdo as vantagens das leguminosas de pequeno porte, 0
trabalho de Ricci et al. (2005) em cafeeiro Arabica se destaca pelo fato de os
pesquisadores relatarem que a crotalaria (Crotalaria juncea) reciclou 444, 21, 241,
191 e 44 kg hade N, P, K, Ca e Mg, respectivamente, e que a fixagdo bioldgica
foi responsavel por um aporte de nitrogénio superior a 200 kg ha', o que,
certamente, proporcionou que a concentracao acumulada do nitrogénio do tecido
foliar mantivesse inalterado no decorrer de um ano, ao contrario de cafeeiros que
nao receberam a crotalaria como adubacgéao verde. Aradjo (2001) relatou que o
guandu, cultivado na entre linha do cafeeiro organico, plantado na regido serrana
do Espirito Santo, apresentou uma producédo de 3,35 a 5,81 toneladas de matéria
seca por hectare, o que correspondeu a 111 a 212 kg de nitrogénio reciclado e
fixado.



25

O trabalho de Colozzi Filho e Cardoso (2000) mostrou que o cultivo da
crotalaria na entre linha do cafeeiro Arabica aumentou a concentracao de esporos
de fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera do cafeeiro, indicando que esta
pratica agricola pode favorecer maior presenca de fungos micorrizicos
arbusculares, associado as raizes do cafeeiro, aumentando, assim, a area
superficial do sistema radicular e a absorcao de nutrientes pelo cafeeiro, pois as
micorrizas podem transferir nutrientes para as plantas (Marschner e Dell, 1994;
Marschner, 1995), como o carbono e nitrogénio (Martins e Read, 1996) e fosforo
(Martins e Cruz, 1998; Novais e Smyth, 1999).

Lebnidas et al. (2000) relataram que em um cafezal de cinco anos de
idade, cultivado no Estado de Rondbénia, os adubos verdes (Arachis pintoi e
Pueraria phaseoloides) foram eficientes no controle de plantas daninhas, fato
também relatado por Gorreta (1998), quando utilizou o guandu, por Coelho et al.
(2005), ao utilizarem gliricidia e banana nas entre linhas do cafeeiro Conilon e, por
Chaves (1999), ao utilizar leucena na entre linha do cafeeiro. Lebnidas et al.
(2000) relataram, também, que a produtividade do cafeeiro foi maior onde nas
entre linhas dos cafeeiros foram cultivados Arachis pintoi, Desmodium
ovamodium, seguida pela capina manual, no entanto, ndo apresentaram testes
estatisticos.

As plantas consideradas como adubos verdes também podem ser
utilizadas para amenizar efeitos do frio, geada e vento nos cafeeiros,
principalmente quando novos e cultivados em regides de altitude, propicia a
baixas temperaturas (Gorreta, 1998; Caramori et al., 1998), sendo o guandu o
adubo verde que apresentou melhor protecao do cafeeiro (Caramori e Morais,
1999).

Dependendo da espécie de leguminosa utilizada pode-se melhorar ou
atrapalhar a produtividade do cafeeiro, fato relatado por Bergo et al. (2006), as
quais descrevem que no Estado do Acre o cafeeiro Arabica cultivado a 160
metros de altitude foi beneficiado com a utilizacdo da Mucuna aterrima e
Flemingia congenta; no entanto, o cafeeiro teve a produtividade afetada com a
utilizacdo da Canavalia emiformis e Cajanus cajan, indicando que, dependendo
da espécie e regido cultivada, os adubos verdes podem apresentar

comportamentos bem distintos.
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Dois trabalhos publicados em periddicos relataram que o uso de
leguminosas como o guandu (Cajanus cajan) (Paulo et al., 2001, 2006) e
crotalaria (Crotalaria juncea) (Paulo et al., 2001) prejudicaram a producao do
cafeeiro Arabica, enquanto que as outras leguminosas (Crotalaria spectabilis,
Stizolobium deeringeanum e Glycine max) nao alteraram a producao em relacao a
testemunha (sem utilizacdo de adubos verdes). Estes resultados podem estar
associados a competicdo, principalmente nas leguminosas com periodo de
florescimento mais longo e, devido a seca no periodo (Paulo et al., 2001, 2006),
essa queda de produtividade pode estar associada a um manejo inadequado das
leguminosas, ja que foram plantadas cinco linhas de leguminosas na entre linha
do cafeeiro, ficando duas fileira (uma de cada lado do cafeeiro) a apenas 50
centimetros do tronco, o que, provavelmente, ocasionou uma competicdo
acirrada, inclusive por luminosidade, quando o cafeeiro ainda estava com porte
pequeno, isso depois da recepa.

As leguminosas de menor porte devem ser podadas na floracdo, ocasiao
em que apresenta maximo de acumulo de nitrogénio nos tecidos vegetais, para,
assim, maximizar a eficiéncia da reciclagem de nutrientes e fixacao de nitrogénio,
bem como evitar a competicdo por nutrientes e dgua de maneira agressiva ao
cafeeiro. Geralmente essas leguminosas nao exercem competicdo por
luminosidade em lavouras adultas, desde que nao sejam trepadeiras. Na maioria
dos casos, essas leguminosas sao plantadas no inicio da estacdo chuvosa e tém
o corte a partir de, aproximadamente, 80 dias apds o plantio, variando muito em
funcdo da espécie (Tabela 2).

A principio, as plantas de adubacdo verde e os procedimentos adotados
no manejo parecem perfeitos, no entanto, com grande deposicdo de massa verde
no solo, proveniente de plantas com grande capacidade de producado de
fitomassa e com baixa relagdo C/N, de uma Unica vez, podem proporcionar a
imobilizacao de nitrogénio (Marschner, 1995; Vargas e Scholles, 1998; Vargas et
al., 2004), podendo depois suceder a mineralizacdo concentrada em um curto
periodo do ano. Com isso, perdas de N sera uma realidade, pois a exigéncia
nutricional do cafeeiro ocorre durante todo o ano, havendo maior exigéncia na
fase de formacdo e maturagdo dos graos (Matiello et al., 2005), nos meses de
janeiro a junho (Rena e Maestri, 1986; Braganca et al., 2001; Camargo e
Camargo, 2001), pois os frutos sdo os drenos fortes de nutrientes (Rena e
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Maestri, 1986; Malavolta et al., 2002; Laviola, 2004). Assim, ao realizar o corte
apenas no inicio do inverno o problema pode ser mais intensificado.

Dessa forma, uma alternativa seria o plantio de leguminosas de ciclo curto
e longo em linhas alternadas da lavoura, e/ou com diferente liberagdo de
nutrientes, e se possivel cultivar ainda adubos verdes de grande porte, para
poder, assim, haver uma maior sincronia na decomposicdo de residuos e,
consequentemente, a sua assimilacdo pela planta de maneira otimizada.

Por exemplo: corte das leguminosas arbéreas em junho, a qual ird ocorrer
uma mineralizacdo lenta no inverno, sendo intensificada no inicio de setembro,
devido ao regime hidrico e a elevadas temperaturas; corte de uma das
leguminosas de menor porte em janeiro e corte da outra leguminosa em
marcgo/abril. Contudo, sabe-se que isso nao é tdo simples, exige um
conhecimento multidisciplinar e desenvolvimento de mais pesquisas, inclusive

regionais, conforme cada situagéo.

2. 6. Baixas temperaturas positivas

No Brasil, como em outros paises produtores de café, o crescimento e
desenvolvimento do cafeeiro depende de varios fatores relacionados ao manejo
(adubacéo, controle fitossanitario, irrigacdo e outros), podendo essas técnicas
serem facilmente controladas, e, também, pelas condicbes ambientais
(temperatura, umidade relativa, radiacao, precipitacdo, e outras), as quais sao
determinantes para implantacdo e manutencdo de uma cultura em uma
determinada regido, influenciando decisivamente no desempenho da cultura,
determinando zonas de plantios e praticas agricolas economicamente viaveis
para a espécie e/ou variedade. Dessa forma, um conhecimento e compreensao
dos mecanismos fisioldgicos e bioquimicos das espécies (Arabica e Conilon), bem
como um conhecimento do clima regional, sdo imprescindiveis para a definicao de
cultivar ou nao e, caso favoravel ao plantio do café, qual a espécie e variedade a
ser cultivada.

As plantas, quando submetidas ao estresse, comecam perder a
estabilidade das estruturas e funcdes, as quais mantém as atividades vitais; por
conseguinte, prejudica seu desenvolvimento. Contudo, as plantas possuem

capacidade fenotipica de adaptacéo, apresentando capacidade de retornar ao seu
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estado normal quando o estresse € considerado pequeno, e com menor
intensidade de desenvolvimento quando o estresse é forte (Larcher, 2000; Lawlor
e Cornic, 2002).

Entre outros fatores que podem afetar o crescimento vegetativo, a
temperatura amena (baixa positiva) tem merecido destaque, pois o frio afeta
muitos componentes fotossintéticos; reduz a condutédncia estomatica, a
fotossintese liquida; altera os complexos de pigmentos fotossintéticos, da
fluorescéncia da clorofila a; proporciona decréscimo no transporte de elétrons nas
membranas dos tilacoides e reduz a atividade enzimética e o metabolismo do
carbono em muitas espécies (Salonen et al., 1998; Allen e Ort, 2001) e no café
(Campos et al., 2003; Ramalho et al., 2003).

Dessa forma, o cafeeiro, quando cultivado em latitudes superiores a 15°S,
apresentam um decréscimo acentuado no crescimento nos meses mais frios e
com dias mais curtos do ano (Barros e Maestri, 1974; Barros et al., 1997; Mota et
al., 1997; Libardi et al., 1998; DaMatta et al., 1999; Partelli et al., 2001; Nazareno
et al., 2003; Silva et al., 2004; Amaral et al., 2006), e ndo com a presenca de
graos nos ramos, ainda que os ramos sem frutos possam apresentar maiores
taxas de crescimento (Mota et al., 1997; Libardi et al., 1998; Amaral et al., 2001,
2006), e sequer com o fotoperiodo (Mota et al., 1997; Amaral et al., 2006).

Historicamente, o Estado do Parana, bem como algumas regides de Sao
Paulo e Minas Gerais tem sofrido com geadas e/ou temperaturas muito baixas,
havendo perda da produtividade das lavouras e migracdo do café nessas areas.
Também ocorre decréscimo no crescimento do cafeeiro Conilon no inverno,
mesmo nas regides quentes do Estado do Espirito Santo (Libardi et al., 1998;
Partelli et al., 2001), o que pode acarretar menor recuperacao do cafeeiro apos a
colheita e, consequentemente, influenciar na produtividade da futura safra
agricola. Em contra partida, com o aquecimento global (Joos et al., 1999), pode
haver migracdo do Conilon em areas antes plantadas com Arabica e cultivo de
Arabica onde nao se plantava a espécie por limitacbes de temperaturas minimas
baixas.

Estudos indicam que a temperatura étima para o crescimento do cafeeiro
Arabica jovem é cerca de 30°C durante o dia e 23°C a noite, sendo que plantas de
café acima de 18 meses, as temperaturas ideais diminuem para 23°C diurno e
17°C noturno, tendo a faixa ideal entre 18 e 23°C e, para o sistema radicular,
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situa-se na faixa de 24 a 27°C (Matiello et al., 2005). Outros pesquisadores
descrevem que a temperatura ideal é de 28/23°C (dia/noite) (Drinnan e Meinzer,
1995), todavia, Alégre (1959) relata que a temperatura média favoravel ao
crescimento para a mesma espécie se situa entre 16 e 23°C, com um 6timo de 18
a 21°C. Entretanto, quando os pesquisadores Drinnan e Meinzer (1995)
estudaram o cafeeiro em casa de vegetacdo, verificaram que, embora o
desenvolvimento vegetativo total fosse maior a 33/28°C, a continua exposi¢do a
elevadas temperaturas induziu a maior abcisdo foliar, deixando as folhas
cloréticas e pequenas e, além disso, comprometeu a floracao.

Quando a temperatura noturna permanece varias horas entre 0 e 10°C,
seguida por varias noites, as extremidades das brotagbes novas do café ficam
distorcidas, murcham e podem tornar-se negras, podendo levar a morte (Rena,
2000). Além disso, quando atingem valores de 3 a 4°C ou inferiores, as folhas
podem sofrer descoloracdo nao uniforme, com maior incidéncia nas margem da
lamina foliar e necroses, podendo, em seguida, senescer, sendo essas
caracteristicas variaveis de acordo com a cultivar (Campos et al., 2003; Ramalho
et al., 2003). Esses disturbios sdo provocados pela defasagem entre a perda de
agua por transpiracao e pela sua absorcao radicular e translocacao pelo xilema,
em conseqléncia da alta viscosidade da agua e da menor condutancia hidraulica
das raizes, impostas pela baixa temperatura (Rena, 2000) e pelo
comprometimento dos mecanismos fotossintéticos (Campos et al., 2003; Ramalho
et al., 2003). Assim, mesmo que nao tenha ocorrido geada, o frio pode causar
morte das gemas terminais, com perda da dominancia apical e alterar a fisiologia
das gemas axilares dos ramos plagiotrépicos, as quais sao potencialmente
floriferas, promovendo, posteriormente, uma excessiva brotacdo e
desenvolvimento vegetativo (Rena, 2000). Ocorre também que temperaturas
médias baixas, inferiores a 18°C, provocam o atraso no desenvolvimento dos
frutos, cuja maturacdo pode sobrepor-se ou ultrapassar a florada seguinte,
prejudicando a vegetagao e a producéo do cafeeiro.

O sistema radicular, em particular o apice radicular de mudas do cafeeiro,
€ sensivel a baixas temperaturas, sendo completamente inibido a temperaturas
menores que 10°C, sofrendo danos quando a temperatura é inferior a 15°C
durante 6 dias consecutivos (Queiroz et al., 2000).
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Ja o cafeeiro Conilon apresenta maior taxa de crescimento quando a
temperatura média fica em torno de 23,1°C, a média da minima de 18,3°C e a
média da maxima de 27,2°C (Partelli et al., 2001), corroborando com Rena e
Maestri (1986), que relatam que a temperatura média adequada para o cafeeiro
Conilon fica entre 22 a 26°C e, com outros pesquisadores como Viani (1986) e
Wrigley (1988), que descrevem que as temperaturas étimas para essa espécie
situam entre 18 a 27°C. Portanto, ha acentuada queda do crescimento do cafeeiro
Conilon no inverno, associado a baixas temperaturas (Libardi et al., 1998; Partelli
et al., 2001) e, quando submetidos a longos periodos a 15°C sofrem danos, os
frutos podem ser destruidos a 5°C (Willson, 1985) sendo muito sensivel a geadas
(Feio, 1991). Além disso, Sakai e Larcher (1987), descrevem que em plantas
jovens de cafeeiro as raizes sdo os tecidos mais sensiveis as baixas
temperaturas (Figura 1).

Diferente do Arabica, cultivar Icatu, o cafeeiro Conilon cultivar Apoata &
altamente sensivel ao frio e sofre maior impacto negativo na fotossintese liquida.
Esse fato pode estar relacionado com a baixa atividade inicial da enzima ribulose-
1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase em ambas espécies. Provavelmente, assim
como no cafeeiro Arabica, a diminuicdo do crescimento de ramos do cafeeiro
Conilon sob baixas temperaturas também pode estar relacionado com a redugao
da integridade da membrana celular (Campos et al., 2003), com a diminui¢do do
metabolismo respiratorio (Oliveira et al., 2002a) e com resisténcias bioquimicas
nos cloroplastidios (Amaral et al., 2006).

50-100%

10-20% —

C 100%

Figura 1. Sensibilidade de plantas jovens de cafeeiro submetidas a baixas

temperaturas positivas.



3. TRABALHOS

3.1. CAPITULO 1: Aspectos microbiolégicos e nutricionais em cafeeiro

ASPECTOS FITOSSOCIOLOGICOS E MANEJO DE PLANTAS ESPONTANEAS
UTILIZANDO ESPECIES DE COBERTURA EM CAFEEIRO CONILON
ORGANICO

RESUMO

As plantas espontaneas competem com as culturas por recursos
escassos, quando mal manejadas. No entanto, podem trazer beneficios a
agricultura. Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito que plantas de cobertura,
consorciadas com Coffea canephora cv. Conilon, impdéem a comunidade de
plantas espontaneas. Plantas de cobertura foram semeadas nas entrelinhas de
um cafezal de 6,5 anos conduzido sob manejo organico, com espacamento de 2,0
x 1,5 m entre plantas. O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com

quatro repeticées, num arranjo fatorial com tratamentos adicionais: testemunha,
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milheto - Pennisetum glaucum, e as leguminosas feijao-de-porco - Canavalia
ensiformis, mucuna-ana - Mucuna deeringiana, e feijao-guandu - Cajanus cajan,
com e sem inoculagdo com rizobio. Determinou-se a matéria seca das plantas de
cobertura, as concentracdes de nutrientes no cafeeiro, a densidade, frequéncia e
abundancia relativas, assim como o indice de valor de importancia e de
similaridade das plantas espontaneas. Foram identificadas 27 espécies,
destacando-se Bidens subalternans e Commelina benghalensis. As espécies de
cobertura promovem modificacdes na populacdo de plantas espontaneas e nao
prejudicam o cafeeiro. Feijao-de-porco, mucuna-and e milheto auxiliam na

supressao de plantas espontaneas.

PHYTOSOCIOLOGICAL ASPECTS AND WEED MANAGAMENT USING
COVER CROPS ON ORGANIC CONILON COFFEE

ABSTRACT

Weeds can bring benefits to agriculture, but when incorrectly managed
they compete with commercial crops for resources. The objective of this work was
to evaluate the effect that cover crops, associated with Coffea canephora cv.
Conilon, imposes to weed community. Cover crops were planted between the
rows of an organic coffee plantation of 6.5 years old, with a 2.0 x 1.5 m arrange
between coffee trees. The experiment was arranged in a complete randomized
block design, with four replicates, in a factorial scheme with additional treatments:
control, Pennisetum glaucum and legumes: Canavalia ensiformis, Mucuna
deeringiana and Cajanus cajan, with and without Rizobium inoculation. Cover

crops dry weight and nutrient contents on coffee trees were determined. Weeds
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density, frequency, relative abundance, importance value index and plant similarity
index were also determined. Twenty seven species were identified, with special
emphasis on Bidens subalternans and Commelina benghalensis. Cover crops
promote modifications on the succession dynamics of weeds and do not interfere
with the development of coffee trees. Canavalia ensiformis, Mucuna deeringiana
and Pennisetum glaucum help on weeds control.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café, a que gera
divisas, postos de trabalho e promove o desenvolvimento onde é produzido e/ou é
processado. Na safra 2006/2007, a producdo nacional foi de 42,5 milhdes de
sacas de 60 kg de café beneficiado, obtida numa area de 2,3 milhdes de hectares
(Conab, 2007).

Quando as culturas sao exploradas de forma inadequada pode ocorrer a
degradacdo do solo e do ambiente. Nesse contexto, uma agricultura mais
sustentavel, com adocdo de praticas conservacionistas, desponta como
alternativa para mitigar parte desses problemas. No norte do Estado do Espirito
Santo o cultivo de café em sistema organico caracteriza-se como uma atividade
familiar, sendo responsavel por 68 % da renda agricola e 51 % da renda total das
familias envolvidas (Partelli et al., 2006).

As plantas espontaneas podem proporcionar beneficios, como ciclagem
de nutrientes, incorporacao de calcario e protecao do solo contra a erosao (Meda
et al.,, 2002). Entretanto, podem competir com outras espécies vegetais por
recursos escassos (agua, luz e nutrientes), por meio da competicao direta, ou por
liberacdo de substancias alelopaticas (Moyer-Henry et al., 2006; Kong et al.,
2007), prejudicando o desenvolvimento de culturas como o cafeeiro (Dias et al.,
2004; Ronchi e Silva, 2006).
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Plantas de cobertura do solo representam uma alternativa viavel para
cafeicultura, pois favorecem as populacbes e a densidade e diversidade de
microrganismos edaficos (Carneiro et al., 2004), melhoram a estrutura fisica do
solo (Carvalho et al.,, 2004), reciclam nutrientes e, quando se utilizam
leguminosas, também promovem, juntamente com bactérias especificas, a
fixacdo bioldégica do nitrogénio atmosférico, podendo acarretar maior fixacéo
quando inoculadas (Oliveira et al., 2002; Anthofer e Kroschel, 2005; Ricci et al.,
2005; Espindola et al., 2006; Teixeira et al., 2006; Pietsch et al., 2007). Também
contribuem para substituir parte ou até mesmo toda a adubacao nitrogenada nas
areas cultivadas. Além disso, as plantas de cobertura podem reduzir a infestacéo
de plantas espontaneas em diversas culturas (Fernandes et al., 1999; Caetano et
al., 2001; Favero et al. 2001; Anthofer e Kroschel, 2005; Silva et al., 2006; Araujo
et al., 2007), sendo este efeito mais eficiente quando as espécies apresentam
caracteristicas como tolerancia a seca, baixa exigéncia nutricional, rapido
crescimento e densa cobertura do solo.

A liberacdo de substancias alelopaticas pelos residuos de plantas de
cobertura pode atuar sobre algumas espécies vegetais através da inibicado da
germinacao de sementes e do desenvolvimento de plantas espontaneas (Souza
Filho et al., 1997, 2005; Xuan et al., 2005). Essas substancias atuam sobre a
fisiologia e a bioguimica das plantas, modificando a sintese de proteinas, divisao
celular, fotossintese e outros processos (Seigler, 1996). Assim, o conhecimento
do comportamento das plantas espontaneas em cafezais onde se empregam
plantas de cobertura pode auxiliar no manejo da lavoura.

Apesar da relevancia do tema, os trabalhos sobre manejo de plantas
espontdneas associado a utilizacdo de plantas de cobertura no campo nao sao
numerosos, principalmente para a cultura do café Conilon. Assim, objetivou-se
nesse trabalho avaliar, em condi¢cdes de campo, a interferéncia que plantas de
cobertura, cultivadas nas entrelinhas de Coffea canephora cv. Conilon, submetido
a manejo organico, impéem as plantas espontdneas, bem como verificar seu

comportamento fitossociolégico.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em unidade de producdo familiar, no
Municipio de Jaguaré, Espirito Santo - Brasil, localizado a altitude de,
aproximadamente, 80 m, com coordenadas 18°54’ latitude Sul e 40°04' longitude
Oeste de Greenwich. A regido caracteriza-se pelo clima tropical, com verao
quente e umido e inverno seco. A precipitacdo anual média fica em torno de 1200
mm e a temperatura, nos meses mais frios, € superior a 12 °C, e nos meses mais
quentes, é inferior a 34 °C (Incaper, 2007). No ano de condugéo do experimento,
os dados meteorologicos foram similares a tendéncia histérica, entretanto, a
precipitacao no inverno foi acima da média (dados nao apresentados).

A area experimental consistiu num cafezal (C. canephora cv. Conilon) de
6,5 anos, com plantas espacadas de 2,0 x 1,5 m. A lavoura vem sendo cultivada
conforme as normas de produgao orgéanica (Brasil, 2003) e, no ultimo ano foi
adubada com 80 g de fosfato natural e 2 kg de composto por cova (300 kg e 10
m® ha!, respectivamente). O solo, coletado no inicio do experimento, apresentou
textura franco arenosa (areia, silte e argila de 79, 5 e 16 %, respectivamente). A
analise quimica do solo apresentou pH de 4,82, teor de matéria orgéanica igual a
1,07 dag kg, teores de P pelo extrator Mehlich 1, K, Zn, Fe, Mn, Cu e B de 4,52;
40,0; 2,48; 51,6; 17,5; 0,15; e 0,16 mg kg', respectivamente, conforme
metodologia da Embrapa (1999). Os teores de Ca, Mg, Al, H+Al, soma de bases e
capacidade de troca cati6nica a pH 7 foram de 1,91; 0,55; 0,08; 2,86; 2,62; e 4,49
cmol, dm™, respectivamente, e a saturagdo de bases foi de 58,4 %. Na mesma
ocasido, as folhas do cafeeiro apresentavam concentracées de 25,0; 0,70; 13,4;
1,50; 0,43 e 0,14 g kg' de N, P, K, Ca, Mg e S, respectivamente, e de 9,7; 98,0;
25,6; 24,4; e 51,0 mg kg™ para Zn, Fe, Mn, Cu e B, analisados de acordo com
Embrapa (1999). As amostras para avaliagao de solo e folhas proveram de quatro
repeticdes. A lavoura de café nao cobria toda area, o que permitiu a semeadura
de plantas de cobertura nas entrelinhas, ja que esta pode ser prejudicada por
baixa irradiancia (Baligar et al., 2006). O controle das plantas espontaneas foi
realizado antes da semeadura, por meio de capina manual.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, com quatro

repeticdes, num arranjo fatorial, com tratamentos adicionais, apresentando a
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testemunha (sem utilizacdo de plantas de cobertura) milheto (Pennisetum
glaucum cv. ENA 1) e as leguminosas feijao-de-porco (Canavalia ensiformis),
mucuna-ana (Stizolobium deeringeanum) e feijdo-guandu (Cajanus cajan), com e
sem inoculagao de rizébio especifico para cada espécie.

A semeadura das plantas de cobertura nas entrelinhas do cafeeiro foi
realizada em outubro de 2005. Foram preparadas covas espacadas a 0,4 m umas
das outras, depositando-se nas mesmas de duas a seis sementes para as
leguminosas e 20 sementes para o milheto. Foram aplicados 20 g de fosfato
natural por cova, o que correspondeu a aplicacao de 250 kg de fosfato natural ha’
'. Alinoculacéo do Rizébio foi realizada em forma de pasta imida.

A coleta de amostras das plantas de cobertura e das plantas espontaneas
foi realizada 76 dias ap6s a semeadura, quando as plantas de cobertura estavam
em estadio de floracdo. Foi determinado o peso da matéria fresca correspondente
as plantas localizadas nos 5 m centrais da fileira mediana das plantas de
cobertura, perfazendo uma area util de 10 m? (5 m de linha por 2 m de largura),
tendo cada parcela area total de 45 m?. Subamostras com cerca de 300 g das
plantas de cobertura foram coletadas em cada parcela e colocadas em estufa
para secagem a temperatura de 65 °C até atingirem peso constante, visando
determinar o peso da matéria seca.

Para determinacdo das plantas espontaneas, foi utilizado um retangulo
equivalente & area de 0,5 m? (1,0 x 0,5 m), o qual foi colocado sempre na diregao
da terceira planta de café, entre a linha da planta de cobertura (no meio da
carreira de café) e a linha da carreira de café. As plantas espontaneas foram
transportadas em caixas de isopor para o laboratério, para se proceder sua
identificacdo segundo familia, género e espécie, contagem das plantas e peso da
matéria seca. Foram calculados a densidade, freqiéncia e abundéancia relativas,
indice de valor de importancia e indice de similaridade, conforme descritos em
Tuffi Santos et al. (2004) e Silva et al. (2006).

Foi avaliado, ainda, o comprimento de dois ramos plagiotropicos jovens e
os teores de N, P e K nas folhas dos cafeeiros Conilon conforme Embrapa (1999).
As folhas coletadas situavam-se no terceiro e/ou no quarto né do ramo
plagiotrépico a partir do apice do ramo localizado no terco mediano superior da
planta.
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Os procedimentos estatisticos constaram da analise de variancia e teste
F. Nas fontes de variacdo, onde houve diferenca significativa, aplicou-se o teste
de Duncan (p<0,05) para comparacdo de médias. Também foi efetuada
correlacao linear de Pearson para alguns dos parametros avaliados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 27 espécies de plantas espontidneas na area
experimental, distribuidas em 24 géneros e 12 familias (Quadro 1 e Figura 1).
Detectou-se uma diversidade de plantas espontdneas na area, com
predominancia de espécies da classe das Dicotiledéneas (Magnoliopsida),
corroborando com levantamento fitossociol6gico realizado por Silva et al. (2006)
em cafeeiro Arabica (C. arabica). As principais espécies espontaneas
encontradas da classe Monocotiledéneas (Liliopsida) apresentam metabolismo
C4, enquanto as principais Dicodiledéneas, metabolismo Cz (Klink e Joly, 1989;
Nayyar & Gupta, 2006). Essa predominancia de plantas de metabolismo C3; pode
estar relacionada com a baixa irradiancia, devido ao sombreamento
proporcionado pelo cafeeiro. Isso se explica pelo fato de essas espécies
apresentarem menor gasto energético e maior rendimento quantico do que a
maioria das plantas de metabolismo C, em ambiente com menor intensidade
luminosa (Klink e Joly, 1989; Sage e Kubien, 2003) e com boa disponibilidade
hidrica (Epstein et al., 1997; Nayyar e Gupta, 2006). Essas condi¢ées ocorreram
no periodo novembro/dezembro, em pleno desenvolvimento vegetativo das
plantas espontaneas e do cafeeiro.

Apesar da dominancia de espécies Dicotiledéneas, as Monocotiledéneas
representam 18,5% das espécies encontradas (Quadro 1). Possivelmente, estas
plantas de metabolismo C4 desenvolveram-se devido a baixa fertilidade do solo,
principalmente reduzido teor de nitrogénio, uma vez que a matéria organica do
solo era da ordem de 1,07 dag kg™'. Tais espécies apresentam maior eficiéncia na
utilizacdo do nitrogénio, refletindo, por exemplo, em maior capacidade de
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absorcao de CO,, com menor concentracdo de rubisco (ribulose-1,5-bifosfato

carboxilase/oxigenase) para o processo fotossintético (Sage e Kubien, 2003).

Estas plantas também apresentam maior tolerancia as altas temperaturas

(Chinthapalli et al., 2003), ocorridas no verao (Figura 1A), o que também teria

influenciado a pressao de selecao.

Quadro 1. Espécies de plantas espontaneas coletadas em area de producéo
organica de café Conilon consorciado com plantas de cobertura nas
entrelinhas, depois de 76 dias da semeadura dessas. Jaguaré, ES.

Classe / Familia

Espécie

Nome popular

Monocotiledoneas

Cyperaceae
Poaceae

Cyperus luzulae
Brachiaria plantaginea
Digitaria sanguinalis
Paspalum maritimum
Setaria geniculata

capim-de-botéao
capim-marmelada
capim-colchao
capim-pernambuco
capim-rabo-de-raposa

Dicotiledonea

Asteraceae

Commelinaceae
Euphorbiaceae

Fabaceae

Malvaceae

Nyctaginaceae
Papilionoideae

Portulacaceae
Rubiaceae

Verbenaceae

Ageratum conyzoides
Bidens subalternans
Conyza canadensis
Emilia coccinea

Jaegeria hirta
Melampodium divaricatum
Porophyllum ruderale
Commelina benghalensis
Chamaesyce hirta
Chamaesyce hyssopifolia
Chamaecrista rotundifolia
Sida claziovii

Sida linifolia

Sida rhombifolia
Boerhavia diffusa
Crotalaria spectabilis
Indigofera hirsuta
Macroptilium atropurpureu
Portulaca oleracea
Richardia scabra
Spermacoce verticillata
Lantana trifdlia

mentrasto
picao-preto

buva
serralhinha
botao-de-ouro
flor-de-ouro
couve-cravinho
trapoeiraba
erva-de-santa-luzia
erva-de-andorinha
erva-coragao
guanxuma
guanxuma
guanxuma
erva-tostao
crotalaria

anileia

siratro

beldroega
poaia-do-cerrado
poaia-botéao
cangica
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A inoculacao com rizébio ndo proporcionou efeito nas variaveis avaliadas.
Assim, os dados das leguminosas de mesma espécie foram avaliados
conjuntamente, desconsiderando-se o efeito da inoculacdo. Observa-se que as
plantas de cobertura influenciaram no manejo das plantas espontaneas (Quadro
2), conforme relatado por diversos autores (Fernandes et al., 1999; Caetano et al.,
2001; Favero et al., 2001; Anthofer e Kroschel, 2005; Silva et al., 2006; Araujo et
al., 2007). Esse resultado pode ser reforcado pela correlacdo significativa e
negativa (r = -0,47) entre o peso da matéria seca das plantas de cobertura e o da

matéria seca média de cada planta espontéanea.

Quadro 2. Médias de peso da matéria seca de plantas espontaneas (MSPE),
namero de plantas espontaneas (NPE), peso da matéria seca de cada
planta espontanea (MSM) e peso da matéria seca das plantas de
cobertura (MSPC), coletadas em area de producao organica de café
Conilon, consorciadas com plantas de cobertura nas entrelinhas.

Jaguaré, ES.

Tratamento MSPE NPE MSM MSPC

(g 10 m®) (em10m?  (gunidade™) (g10m?
Testemunha 1217 a 1445 a 0,84 a -
Milheto 271 b 520 a 0,76 ab 704 bc
Feijao-de-porco 413 b 1272 a 0,30 b 1343 a
Mucuna-ana 440 b 1295 a 0,43 ab 1047 ab
Feijao-guandu 679 ab 875 a 0,90 a 397 ¢
CV (%) 72,9 71,0 49,5 32,3

Médias seguidas por letras diferentes nas colunas diferem-se entre si pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade.

Feijdo-de-porco e mucuna-ana proporcionaram reducdo da matéria seca
das plantas espontaneas em relacao ao tratamento testemunha. Além disso, o
feijao de porco causou reducao de peso médio das plantas espontaneas (Quadro
2). A interferéncia, possivelmente, deve-se ao incremento do efeito fisico, por
dificultar a entrada de fétons de luz até as plantas espontaneas, prejudicando seu
crescimento por limitacdo energética para ativar os fotossistemas e pela
competicdo por nutrientes (Sage e Kubien, 2003). Essas leguminosas
apresentaram rapido crescimento inicial, altas producado de biomassa (Quadro 2)
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e capacidade de cobertura do solo (Baligar et al., 2006), promovendo maior
supressao das plantas espontaneas.

O milheto € uma espécie com grande potencial de producao de biomassa;
entretanto, neste experimento, apresentou baixa producéo de biomassa (Quadro
2), fato que pode estar relacionado com o sombreamento imposto pelo cafeeiro, j&
que apresenta metabolismo C4. Os resultados indicam que a supressdo das
plantas espontaneas exercido pelo milheto ndo se relaciona, unicamente, com a
producdo de biomassa, apontando que tal efeito também pode decorrer da
liberacado de substancias alelopéticas (Souza Filho et al., 1997, 2005; Xuan et al.,
2005), no entanto, os dados do presente trabalho ndo permitem precisar esta
hipbtese.

Por sua vez, o feijao-guandu ndo diferiu da testemunha com relacao a
supressdao de plantas espontdneas, o que pode estar associado ao lento
crescimento inicial e porte ereto, ocasionando baixa cobertura do solo e reduzida
capacidade de producdo de biomassa até os 76 dias (Quadro 2). Esses
resultados corroboram aqueles obtidos por Fernandes et al. (1999), os quais
relataram que o feijao-guandu apresentou controle menos eficiente de plantas
espontdneas do que outras leguminosas, como feijao-de-porco. Entretanto,
Caetano et al. (2001) observaram que o feijao-guandu, cultivado nas entrelinhas
de citros em formacdo, suprime significativamente a germinacdo de plantas
espontaneas comparado ao manejo com gradagem e rocagem. Esses resultados
discordantes podem dever-se a densidade de semeadura, cultura principal e/ou
ao fato de o corte neste experimento ter ocorrido aos 76 dias apds a semeadura.

As parcelas onde nao foram cultivadas plantas de cobertura
apresentaram maior diversidade de espécies espontdneas e, destas, quatro
espécies apresentaram os maiores indices de Valor de Importancia (IVI), ou seja,
predominancia superior a 35% (Figura 1A), enquanto os demais tratamentos
(Figura 1BCDEF e G), com excecao do que utilizou guandu com inoculacao
(Figura 1H), apresentaram predominancia de apenas uma ou duas espécies.
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Figura 1. Densidade, frequéncia e dominancia relativa e indice de valor de
importancia de plantas espontaneas presentes no cultivo organico de
cafeeiro Conilon, consorciado com plantas de cobertura nas
entrelinhas. Jaguaré - ES.

Dentre as plantas espontaneas, Bidens subalternans destacou-se como a
espécie que apresentou, em todos os tratamentos, 1VI superior a 50%, seguindo-
se Commelina benghalensis, com IVI superior a 50% em trés tratamentos e
superior a 40% em cinco tratamentos. Isso configura a predominancia de
Dicotiledéneas em relacdo as Monocotiledéneas, na qual Digitaria sanguinalis foi
a espécie mais representativa da classe (Figura 1). Esses resultados, associados
aos de indice de similaridade (Quadro 3), indicam que o uso de plantas de
cobertura promove modificagdes na dinamica nas populacbes de plantas
espontaneas, concordando com Favero et al. (2001) e Silva et al. (2006).
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Quadro 3. indices de similaridade de plantas espontaneas presentes em
diferentes plantas de cobertura consorciadas na entrelinha de cafeeiro
Conilon. Jaguaré, ES.

- indice de Similaridade (%)

Tratamentos Milheto  FP/SI FP/CI MA/SI MA/CI FG/SI FG/CI

Testemunha 70,6 80,0 87,2 77,8 81,1 75,0 82,0

Milheto - 69,0 72,7 66,7 71,0 53,9 61,1
FP/SI - - 82,4 71,0 68,8 81,5 76,5
FP/CI - - - 85,7 83,3 71,0 84,2
MA/SI - - - - 66,7 64,3 75,0
MA/CI - - - - - 69,0 77,8
FG/SI - - - - - - 71,0

FP: feijao-de-porco, MA: mucuna-ana, FG: feijao-guandu, Sl. Sem inoculacao de
rizobio e Cl: com inoculacao de rizébio.

Os indices de similaridade entre os tratamentos foram superiores a 53%,
sendo a metade superior a 75%. Os menores indices foram encontrados no
tratamento que utilizou milheto como planta de cobertura (Quadro 3), indicando
que essa graminea atua de forma diferenciada na supressao de plantas
espontaneas, em comparacao as outras plantas de cobertura utilizadas.

As plantas de cobertura ndo exerceram influéncia negativa nem no
crescimento dos ramos plagiotrépicos e nas concentracoes de N, P e K das folhas
do cafeeiro, em relacdo a testemunha sem cultivo de plantas de cobertura

(Quadro 4), corroborando as informagdes referidas por Ricci et al. (2005).
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Quadro 4. Crescimento de ramos plagiotrépicos (20/10/2005 a 05/01/2006) e
concentracao foliar de N, P e K do cafeeiro Conilon, consorciado com
plantas de cobertura nas entrelinhas, no dia da coleta das plantas
espontaneas e de cobertura. Jaguaré, ES.

Tratamento Crescimento do Concentracéo foliar (g kg™)
ramo
- (cm) N P K
Testemunha 14,3 a 28,3 a 1,42 a 20,0 a
Milheto 14,5 a 30,9 a 1,46 a 18,1 a
Feijao-de-porco 13,1 a 29,1 a 1,40 a 20,7 a
Mucuna-ana 12,5a 29,2 a 1,43 a 19,4 a
Feijao-guandu 16,9 a 30,4 a 1,40 a 19,4 a
CV (%) 23,1 5,6 7,6 14,3

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao difere entre si pelo teste de
Student a 5% de probabilidade.

CONCLUSOES

Plantas de cobertura cultivadas nas entrelinhas do cafeeiro Conilon
promoveram modificacbes nas populacbes de plantas espontidneas e
apresentaram efeitos diferenciados.

Plantas de cobertura auxiliaram na supressao de plantas espontaneas e,
quando manejadas corretamente, ndo exerceram influéncia negativa sobre o

cafeeiro, constituindo forma alternativa de manejo.
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FIXACAO BIOLOGICA E CICLAGEM DE NUTRIENTES POR PLANTAS DE
COBERTURA E SEUS EFEITOS SOBRE CAFE CONILON ORGANICO

RESUMO

Objetivou-se, com este trabalho avaliar a ciclagem de nutrientes, a fixacao
biolégica de nitrogénio e o efeito que plantas de cobertura podem causar em
lavoura de C. canephora cv. Conilon, sob manejo organico. O experimento foi
conduzido no Estado do Espirito Santo - Brasil, em uma lavoura de café orgéanico.
Os tratamentos constaram de testemunha (auséncia de plantas de cobertura),
milheto (Pennisetum glaucum) e as leguminosas feijao-de-porco (Canavalia
ensiformis), mucuna-ana (Mucuna deeringiana) e feijao-guandu (Cajanus cajan),
com e sem inoculacdo de rizdbio especifico para cada espécie. Efetuaram-se
analises quimicas de solo e da parte aérea das plantas espontineas e de
cobertura, bem como as concentracdes foliares de nutrientes do cafeeiro. A
fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) foi determinada pela técnica da abundéncia
natural. A FBN contribuiu com cerca de 80% do N acumulado pelas leguminosas,
sendo que essa contribuicdo foi equivalente a 27 - 35 kg N ha™. Desta forma, as
leguminosas podem suprir parte da necessidade de nitrogénio do cafeeiro
Conilon. Nao se observou efeito significativo dos tratamentos sobre as
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concentragdes de nutrientes e o crescimento do cafeeiro Conilon. A inoculagéo

com rizébio nao influenciou a ciclagem de nutrientes e FBN.

BIOLOGIC FIXATION AND NUTRIENT CYCLING IN COVER CROPS AND
THEIR EFFECT ON ORGANIC CONILON COFFEE

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate nutrient cycling, biological
nitrogen fixation and the effect of cover crops on organic ally grown Coffea
canephora cv. Conilon. The experiment was performed in an organic ally grown
coffee plantation at Espiritu Santo state, Brazil. The treatments consisted on pearl
millet (Pennisetum glaucum), leguminous plants: jack bean (Canavalia ensiformis)
and pigeon pea (Cajanus cajan), with and without an specific rhizobium inoculation
for each species, and a control plot without the use of cover crops. The chemical
analysis of soil and weeds and cover plants shoot, as well as the coffee leaves
nutrient concentration were also performed. Biological nitrogen fixation (BNF) was
determined by the natural abundance technique. BNF contributed with near 80 %
of the nitrogen accumulated by the leguminous plants, corresponding to 27 to 35
kg N ha'nitrogen contribution of dry biomass. Thus, leguminous plants may supply
part of the Conilon coffee nitrogen requirements. No significant effect of the
treatments on Conilon coffee nutrients concentration or growth was observed.

Rhizobium inoculation did not influence nutrient cycling and BNF.
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INTRODUCAO

A produgcdo mundial de café nos ultimos anos tem sido superior a 110
milhées de sacas, obtidas principalmente nos paises em desenvolvimento (ICO,
2008). O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café (Coffea sp.),
gerando divisas e postos de trabalho, além de promover o desenvolvimento rural.
Na safra de 2006/2007, a producao nacional foi de 42,5 milhées de sacas, numa
area de 2,15 milhdes de hectares e com um total de 5,67 bilhdes de cafeeiros
(Conab, 2007). No ano de 2008, foram exportadas 28 milhdes de sacas, o que
equivale a, aproximadamente, 65% da producao brasileira e 29% de todo café
exportado no mundo (ICO, 2008).

Estima-se que os gastos com fertilizantes e corretivos representem 30%
do custo total da producéo do cafeeiro. Dos insumos utilizados na cultura do café,
aproximadamente, 200 mil toneladas por ano correspondem aos fertilizantes
nitrogenados, uma vez que é um dos nutrientes mais exigidos pelas plantas,
representando um gasto estimado de cerca de 200 milhdes de ddlares no Brasil
(Embrapa, 2004).

A adocao de praticas conservacionistas, dentre elas a utilizacao de
plantas de cobertura, desponta como uma pratica viavel. Isso se justifica pois o
cultivo de tais espécies favorece a densidade e diversidade de microrganismos
edaficos, principalmente solubilizadores de P (Carneiro et al., 2004), melhora a
estrutura do solo (Carvalho et al., 2004), proporciona a ciclagem de nutrientes e,
quando se utilizam leguminosas, também promove, juntamente com bactérias
especificas, a fixacdo biolégica do nitrogénio atmosférico (Oliveira et al., 2002a;
Perin et al., 2004; Anthofer e Kroschel, 2005; Ricci et al., 2005; Alves et al., 2006;
Teixeira et al., 2006; Pietsch et al., 2007). Dessa forma, tal pratica contribui
positivamente para o balanco de N e P (Castro et al., 2004; Chu et al., 2004;
Alves et al., 2004), aumento do estoque de C e N no solo (Bayer et al., 2000) e,
consequentemente, pode proporcionar aumento na producdo das culturas
(Heinrichs et al., 2002; Oliveira et al., 2002b; Spagnollo et al., 2002; Kaizzi et al.,
2006).
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As plantas de cobertura também podem reduzir a infestacdo de plantas
espontdneas em diversas culturas (Fernandes et al., 1999; Caetano et al., 2001;
Favero et al. 2001; Anthofer e Kroschel, 2005; Silva et al., 2006b). No entanto,
quando manejadas de maneira inadequada, podem provocar queda da producao
(Paulo et al., 2006; Heinrichs et al., 2002). Assim, torna-se necessaria a escolha
de plantas de cobertura adaptadas as condi¢coes edafoclimaticas e com elevada
capacidade de producao de biomassa. Dentre as caracteristicas desejaveis para
essas espécies, podem ser destacadas boa tolerdncia a seca, baixa exigéncia
nutricional, rapido crescimento e boa capacidade de cobertura do solo.

A reducdo do nitrogénio molecular do ar (N.) até duas moléculas de
aménia (2 NH3) ocorre por meio da enzima nitrogenase, através de uma série de
processos biolégicos que catalisam a reducao biol6gica (Rees e Howard, 2000;
Santos et al., 2007). Esse processo implica em gastos de energia (Howard e
Rees, 1996; Rees e Howard, 2000).

Segundo Reich et al. (2001), a fixacdo mundial de N pela industria é
superior a 80 milhdes de toneladas, enquanto a proveniente da fixacao bioldgica
fica em torno de 170 milhdes de toneladas (Schlesinger, 1997). Esse valor pode
ser influenciado, dentre outros fatores, pela inoculagdo de estirpes de bactérias
apropriadas (Oliveira et al., 2002a) e aplicacao de adubos fosfatados, pois a baixa
disponibilidade de P no solo prejudica a fixagdo biolégica de N. (Somado et al.,
2006; Oberson et al., 2007; Pons et al., 2007). Dessa forma, a melhoria da
fertiidade do solo, por meio da ciclagem de nutrientes e substituicdo e/ou
complemento de N com a utilizagcdo de plantas fixadoras de N», podem levar a
produtividades satisfatérias, com menor custo de produgdo e com maior
sustentabilidade.

Apesar da relevancia do tema, ainda existe necessidade de maiores
estudos sobre ciclagem de nutrientes e fixagcdo biologica de nitrogénio em
lavouras de café Conilon (C. canephora cv. Conilon), associado a utilizacdo de
plantas de cobertura. Assim, objetivou-se, neste trabalho avaliar a ciclagem de
nutrientes, a fixacao bioldgica de nitrogénio e o efeito que as plantas de cobertura
podem causar em lavoura de C. canephora, sob manejo organico.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no municipio de Jaguaré, Espirito Santo -
Brasil, localizado a uma altitude de, aproximadamente, 80 m, com coordenadas
182 latitude Sul e 40° longitude Oeste de Greenwich. A regido apresenta clima
tropical, com verao quente e umido e inverno seco. A precipitacdo média anual é
de 1200 mm, sendo que a temperatura nos meses mais frios é superior a 12 °C,
engquanto nos meses mais quentes é inferior a 34 °C (Incaper, 2007). No periodo
de realizacdo do ensaio, partes dos dados climaticos foram similares a tendéncia
histérica, entretanto ocorreu baixa precipitacdo nos meses de janeiro e fevereiro,
seguido de uma precipitacdo muito superior a média no més de marco (Figura 1A
e B).
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Figura 1 - Médias das temperaturas maximas, média e minima da atmosfera local
(A) e umidade relativa, evapotranspiracao total e precipitacao total (B)
registrados na Estacdo Metereoldgica de Sooretama, ES (distante 40
km da area experimental).

A area experimental consistiu num cafezal formado por C. canephora cv.
Conilon com 6,5 anos, em espacamento de 2,0 x 1,5 m, sendo cultivado conforme
as normas de produgdo orgéanica (Brasil, 2003). No ultimo ano, foi adubado com
80 g de fosfato natural e 2 kg de composto por cova, correspondendo a 300 kg e
10 m® ha™, respectivamente.

As andlises quimicas e granulométricas do solo foram realizadas de
acordo com Silva (1999). O solo coletado no inicio do experimento apresentou
textura franco arenosa, com 79% de areia, 5% de silte e 16% de argila. O Solo
apresentou pH de 4,82, matéria organica igual a 1,07 dag kg™ e P pelo extrator
Mehlich 1, K, Zn, Fe, Mn, Cu e B de 4,52; 40,0; 2,48; 51,6; 17,5; 0,15 e 0,16 mg
kg™, respectivamente. As concentracdes de Ca, Mg, Al, H+Al, soma de bases e
capacidade de troca cati6nica a pH 7 foram de 1,91; 0,55; 0,08; 2,86; 2,62; e 4,49
cmol. dm™ e saturacdo de bases de 58,4%. Na mesma ocasido, as folhas do
cafeeiro apresentaram 25,0; 0,70; 13,4; 1,50; 0,43 e 0,14 g kg"' de N, P, K, Ca,
Mg e S, respectivamente, e 9,7; 98,0; 25,6; 24,4; e 51,0 mg kg™ de Zn, Fe, Mn, Cu
e B, seguidamente, sendo analisadas de acordo com Silva (1999). As amostras
para avaliagdo de solo e folhas foram provenientes de 4 repeticoes.

As plantas de café ndao cobriam toda area, permitindo o plantio das

espécies de cobertura nas entrelinhas do cafeeiro. O controle das plantas
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espontdneas foi realizado anteriormente a conducdo do experimento por
intermédio de capina manual.

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso, em arranjo fatorial
com tratamentos adicionais, com quatro repeticdes. Os tratamentos constaram de
testemunha (sem plantio de plantas de cobertura), milheto (Pennisetum glaucum
cv. ENA 1) e as leguminosas feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), mucuna-ana
(Mucuna deeringiana) e feijao-guandu (Cajanus cajan), com e sem inoculagéao de
rizobio especifico para cada espécie.

A semeadura das plantas de cobertura foi realizada em outubro de 2005.
As covas foram espacadas 0,4 m umas das outras, em uma Unica linha por
carreira de café, aplicando-se 20 g de fosfato natural por cova (correspondente a
250 kg ha'). A inoculagdo das sementes de leguminosas com rizébio foi
realizada em forma de pasta Umida, por ocasido da semeadura. Em seguida,
foram colocadas 2 a 6 sementes por cova, para as leguminosas e 20 sementes
para o milheto.

A coleta das plantas espontdneas foi realizada aos 76 dias apds a
semeadura das plantas de cobertura, utilizando-se um retadngulo de vergalhao,
equivalente a 0,5 m? (1,0 x 0,5 m), o qual foi colocado sempre na direcdo da 32
planta de café, entre a linha da planta de cobertura (no meio da carreira de café) e
a linha da carreira de café. As coletas de milheto, feijao-de-porco e mucuna-ana
também foram realizadas aos 76 dias ap6s o semeio e a do feijdo-guandu aos
170 dias, quando as plantas de cobertura estavam em estadio de floracao. Foi
determinada a matéria fresca correspondente as plantas localizadas nos 5 m
centrais da fileira do meio das plantas de cobertura, perfazendo uma area util de
10 m?, ou seja, 5 m de linha por 2 m de largura da carreira do cafeeiro, tendo cada
parcela duas carreiras de bordaduras. Sub-amostras, com cerca de 300 g das
plantas de cobertura e de plantas espontaneas, foram coletadas em cada parcela
e secas em estufa de circulagao forcada a temperatura de 65°C até atingir peso
constante, visando determinar a matéria seca, concentragcdo e acumulo de
nutrientes e a fixagédo biolégica de N> nas leguminosas.

O acumulo de nutrientes na parte aérea foi obtido pelo produto da matéria
seca pela concentragdo de nutrientes, analisados conforme Silva (1999). A
contribuicdo da FBN nas leguminosas foi calculada pela técnica da abundancia
natural de "°N (8"°N), conforme Shearer e Kohl (1996) e Boddey et al. (2000), com
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a utilizacdo de um espectrdbmetro de massa Finniga MAT, modelo Delta Plus
Alemanha. A contribuicdo da FBN foi calculada pela equacgéao:
% FBN = 100(8"°N planta testemunha - §'°N planta fixadora) / (5'°N planta
testemunha - B), sendo B a propor¢do de "N da planta fixadora crescida em
condicOes de total dependéncia de fixacao biolégica de N2, na qual foi utilizado o
valor de -0,9 para feijdo-guandu (Boddey et al., 2000) e -1 para feijao-de-porco e
mucuna-ana, baseado em outras espécies semelhantes relatadas na revisao feita
por Boddey et al. (2000). Como referéncia das plantas ndo fixadoras de N, foram
utilizados o milheto (Pennisetum glaucum), picao preto (Bidens subalternans) e
capim pernambuco (Paspalum maritimum).

Foi avaliado, ainda, o comprimento de 2 ramos plagiotrdpicos jovens (um
a dois pares de folhas) e 1 ortotrépico, além das concentragdes de N, P e K em
folhas dos cafeeiros Conilon, em diferentes periodos: na instalacao do ensaio, aos
76 dias ap6s o semeio (corte da 12 remessa de plantas de cobertura e plantas
espontaneas), 170 dias (corte do feijao-guandu) e aos 257 dias apds o semeio
das plantas de cobertura (periodo de decomposicdo da biomassa das espécies).
As folhas coletadas estavam situadas no 32 e/ou 4° ndé do ramo plagiotrépico, a
partir do apice do ramo localizado no terco mediano superior da planta.

Os procedimentos estatisticos constaram da anélise de variancia,
levando-se em consideracao o calculo de 2 residuos (um para o fatorial e outro
para os tratamentos adicionais). Nas fontes de variacdo, onde houve diferenca

significativa, aplicou-se o teste de Tukey (p<0,05) para a comparacao de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por intermédio da anadlise de variancia, foi verificado que a inoculagéao
com estipes de rizébio proporcionou efeito somente na concentracao de ferro na
parte aérea do feijao-de-porco (dados nao apresentados), apresentando maior
valor quando as sementes foram inoculadas (61,52 mg'kg). Possivelmente, esta

maior concentracao esta relacionada ao fato de que no processo de reducao do
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N> envolve proteinas ricas em Fe e ter como cofator da nitrogenase a proteina
MoFe (Rees e Howard, 2000; Szilagyi et al., 2000; Parro e Moreno-Paz, 2004;
Santos et al., 2007). Portanto, a inoculacdo nao exerceu influéncia direta nas
demais variaveis avaliadas, que foram entdo avaliadas conjuntamente,
desconsiderando-se o efeito da inoculagéo.

As concentracdes de N da parte aérea do feijao-de-porco e mucuna-ana
foram maiores que os das demais plantas de cobertura (Quadro 1). Normalmente,
as leguminosas apresentam altas concentracées de N em seus tecidos vegetais,
0 que acarreta, depois do seu corte, uma contribuicao significativa de N para o
sistema solo - planta (Castro et al., 2004; Perin et al., 2004). Nos demais
nutrientes quantificados, as concentragdes de nutrientes encontradas nas plantas
espontaneas foram geralmente maiores (K e Mg) ou semelhantes aos observados
em algumas plantas de cobertura, indicando a boa capacidade de ciclagem de
nutrientes das plantas espontaneas.

Quadro 1 - Concentracédo de nutrientes da parte aérea das plantas de cobertura e

espontaneas.
Tratamento N P K Ca Mg S Zn Fe* Mn Cu B
e R (Mg KG) <o
Esponténeas™ 17,5bc 9,08a 22,8a 14,8ab 4,18a 0,95a 50,7ab 82,9a 80,3a 12,4a 22,1a
Milheto 12,1c 7,65ab 13,6b 5,30c 3,10b 1,28a 60,3a 46,3b 21,7b 4,98b 5,97c

Feijao-de-porco 29,1a 8,34ab 13,0b 179a 2,66bc 0,96a 27,3d 55,80 28,6b 5,38b 19,6a
Mucuna-ana 32,6a 10,2a 13,5b 13,4b 2,28¢c 1,26a 39,4bc 81,2a 66,1a 14,0a 20,3a
Feijao-guandu 19,0b 5,390 5,59c 7,19¢ 1,98c 046b 20,3d 51,70 26,1b 6,53b 13,4b

CV (%) 12,81 18,08 20,72 11,18 13,08 18,07 15,01 11,53 34,81 24,07 9,06

Médias seguida de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

* Houve influéncia da inoculagcéo apenas para o Fe.

** Sem semeio de plantas de cobertura.

A producao de matéria seca do feijao-guandu foi maior que nos demais
tratamentos (Quadro 2) ao considerar o seu potencial maximo, o que pode ser
explicado pelo fato de essa espécie haver apresentado o maior periodo vegetativo
(170 dias apds a semeadura) em relacdo as demais plantas de cobertura. No
entanto, por ocasido do corte das outras plantas de cobertura (76 dias apés a
semeadura), essa leguminosa apresentava a menor biomassa entre as

leguminosas, com apenas 397 kg'ha.
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Quadro 2 - Produtividade de matéria seca (MS) e acumulo de nutrientes na parte
aérea das plantas de cobertura (PC) no inicio da floracdo e das
plantas espontaneas (PE), por ocasido do corte e adicdo das
palhadas a superficie do solo.

Tratamento  MS (kg'ha) N (kg"ha) P (kg"'ha) K (kg'ha)  Ca (kg ha) Mg (kg 'ha)

- PC- PE PC PE PC PE PC PE PC PE PC PE

Testemunha 1217b 1217a 21,2bc 21,2a 10,7ab 10,7a 27a 27a 18,0a 18,0a 5,2a 5,2a

Milheto 704b 271b  8,4c 4,7b 531b  2,5b 9,5b 6,2b 3,7b 4,0b 2,2b 1,1b
F-de-porco 1343b 413ab 39,3ab 7,2ab 11,2ab 3,8ab 17ab 9,4ab 23,9a 6,2ab 3,7ab 1,7ab
M-ana 1047b 440ab 33,9ab 7,7ab 10,6ab 4,0ab 14b 10ab 14,1ab 6,6ab 2,4b  1,9ab
F-guandu 2408a 679ab 44,7a 11,9ab 126a 6,2ab 14b 16ab 175a 10,1ab 4,7ab 2,9ab
CV (%) 32,0 729 322 74,6 29,8 73,3 36,9 722 36,7 73,6 34,5 74,7
Tratamento S (kg"'ha) Zn (g'ha) Fe (g 'ha) Mn (g"ha) Cu (g ha) B (g'ha)

- PC PE PC PE PC PE PC PE PC PE PC PE

Testemunha 1,1a 1,1a 61,8a 61,8a 101a 101a 94a 94a 149a 149a 27,7a 27,7a

Milheto 092 03b 419a 13,7b 32,70 224b 16c 22b 3,4b 34b 43b 6,0b
F-de-porco 1,3a 0,4ab 36,2a 20,9ab 74,0ab 34,2ab 38bc 33ab 7,2ab 5,1ab 26,2a 9,1ab
M-ana 1,3a 0,4ab 40,5a 22,3ab 85,8ab 36,5ab 68ab 35b 14,5a 54ab 21,2ab 9,7ab
F-guandu 1,1a 0,7ab 48,7a 34,4ab 124a 56,3ab 62ab 54ab 15,7a 8,4ab 32,4a 15,0ab
CV (%) 289 692 289 709 333 723 373 719 390 739 389 768

Méedias seguida de letras iguais na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. *Em janeiro o feijao-guandu apresentava apenas
397°¢c” kg 'ha.

Ao considerar o N contido nos tecidos vegetais da parte aérea das
leguminosas somados aos das plantas espontidneas, na mesma area onde se
cultivou as leguminosas, percebe-se que a ciclagem total de N foi superior ao
tratamento sem plantas de cobertura e a area semeada com milheto (dados nao
apresentados), corroborando com Castro et al. (2004) e Perin et al. (2004). Além
disso, as leguminosas podem proporcionar melhor aproveitamento de adubos
nitrogenados e menor perda de N no sistema solo - planta (Scivittaro et al., 2003;
Ambrosano et al., 2005), além de promover melhora da fertilidade do solo
(Carvalho et al., 2004). No entanto, ha pesquisas mostrando que depois de 3
anos de cultivo de leguminosas as caracteristicas como carbono orgéanico,
densidade do solo, porosidade e estabilidade de agregados do solo mantiveram-
se inalteradas (Nascimento et al., 2005), bem como a produtividade da cultura
(Carvalho et al., 2004). Quando toda a biomassa e as bases contidas na mesma

retornam ao solo, a acidez antes produzida durante a assimilacdo de N, que pode
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facilitar a absorcédo de P (Marschner e Romheld, 1983) é neutralizada durante a
sua decomposicao e ndo ha mudancas do pH no solo (Nyatsanga e Pierre, 1973).

A acumulacdo de P pelas leguminosas e plantas espontaneas foi
representativa, com maior destaque para o feijao-guandu. Trabalho de Colozzi
Filho e Cardoso (2000) mostra que o cultivo da crotalaria (Crotalaria juncea) na
entrelinha de C. arabica aumentou a concentracdo de esporos de fungos
micorrizicos arbusculares na rizosfera do cafeeiro, indicando que essa pratica
agricola pode favorecer a presenca de tais microrganismos, associados as raizes
do cafeeiro, favorecendo, assim, o aumento da absor¢do de nutrientes como P e
C (Marschner e Dell, 1994; Martins e Cruz, 1998). Estudos também indicam que a
associacao entre micorrizas arbusculares e rizobios na leguminosa pode melhorar
a fixacao biolégica de N, (Chalk et al., 2006).

O acumulo dos demais nutrientes presentes nos tecidos das plantas de
cobertura e espontdneas mostra o potencial que possuem essas espécies para
reciclar nutrientes, até mesmo das camadas mais profundas do solo, e,
posteriormente (depois do corte e decomposicao), disponibiliza-los para as
plantas de café. Resultados similares foram relatados por Oliveira et al. (2002b),
que estudaram varias espécies de plantas de cobertura cultivadas em
monocultura e consorciadas.

O milheto € uma planta com grande potencial de producdo de biomassa
(Boer et al., 2007). Entretanto, no presente trabalho, apresentou baixa producao
de massa seca (Quadro 2), fato que pode estar relacionado a sensibilidade dessa
espécie a baixa irradiancia (Baligar et al., 2006) ocasionada pelo sombreamento
do cafeeiro. Tal comportamento se explica porque o milheto apresenta
metabolismo C4, necessitando de elevada luminosidade para desenvolver todo
seu potencial de crescimento.

Observa-se que as plantas de cobertura influenciaram no controle das
plantas espontaneas (Quadro 2), como relatado por diversos autores (Fernandes
et al., 1999; Caetano et al., 2001; Favero et al., 2001; Anthofer e Kroschel, 2005;
Silva et al., 2006b). A interferéncia, possivelmente, deve-se a um efeito fisico, por
dificultar a entrada de fétons de luz até as plantas espontaneas, prejudicando seu
crescimento por limitacdo energética e pela competicdo por nutrientes e agua
(Sage e Kubien, 2003), ja que tais leguminosas apresentaram rapido crescimento
inicial e grande producao de massa (Quadro 2), promovendo maior pressao sobre
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as plantas espontaneas e, consequentemente, exercendo melhor controle sobre
essas. Esse efeito também pode ser devido a efeitos alelopaticos (Seigler, 1996),
principalmente para o milheto, no entanto, os dados do presente trabalho n&o
permitem precisar essa hipétese.

Nota-se, também, que as plantas espontaneas ciclaram grandes
quantidades de nutrientes, em alguns casos similares as plantas de cobertura
(Quadro 2). Essas proporcionam, segundo Meda et al. (2002), ciclagem de
nutrientes, incorporacdo de calcario e protecdo do solo contra a erosao,
entretanto, podem competir com a espécie vegetal cultivada por recursos
escassos (agua, luz e nutrientes), por meio de competicédo direta, ou liberacao de
substancias alelopaticas (Kong et al.,, 2007), prejudicando, também, o
desenvolvimento do cafeeiro (Dias et al., 2004; Ronchi e Silva, 2006).

Os valores de abundancia natural de >N encontrados na parte aérea das
leguminosas foram significativamente menores do que as testemunhas néo
fixadoras empregadas como referéncia (6,986 %.), indicando uma grande
contribuicdo da FBN na nutricdo nitrogenada das leguminosas em estudo. A
porcentagem e quantidade de N nas plantas proveniente da FBN entre as
leguminosas nao diferiram estatisticamente (Quadro 3). Cerca de 80% do N
acumulado pelas plantas foram derivados da FBN, de forma similar aos
resultados encontrados por Ramos et al. (2001), Chu et al. (2004), Alves et al.
(2006) e superior aos relatados por Castro et al. (2004), Perin et al. (2004), Kaizzi
et al. (2006), Ovalle et al. (2006), Somado et al. (2006), Teixeira et al. (2006),
Oberson et al. (2007), Pietsch et al. (2007).

Quadro 3 - Valores de abundancia natural de "N (5'°N) das leguminosas usadas
na adubacao verde e contribuicdo da fixacao bioldgica de nitrogénio

(FBN).
Tratamento 8N (%) FBN (%) FBN (kg ha™)
Feijao-de-porco 0,4683 81,37 31,82
Mucuna-ana 0,5100 80,51 27,43
Feijao-guandu 0,8367 77,73 34,87
CV (%) 51,18 5,25 27,17

O valor de 8N da planta nao fixadora de N, foi de 6,9867+0,8534, em que se
utilizaram 3 repeticées de cada uma das espécies: Pennisetum glaucum, Bidens
subalternans e Paspalum maritimum. Nao houve diferenca significativa a 5% de
probabilidade pelo teste t.
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A FBN contribuiu com 27 a 34 kg N'ha para o sistema de producéo, sem
considerar a contribuicdo das raizes, quantidades que podem ser consideradas
modestas, mas essa contribuicdo depende da producao de biomassa das plantas
(Reining, 2005) e pode ser subestimada também pelas perdas de N fixado
transferido para o solo ou para outras plantas do consorcio (Sierra e Nigre, 2006;
Dias et al., 2007). Os elevados valores de FBN podem estar relacionados ao fato
de que o solo apresentava baixos valores de N (ndo adubado com adubos
industrializados/solUveis e baixo conteudo de matéria organica) e a boa
disponibilidade de dgua proveniente de chuvas (Figura 1) e da irrigagdao na época
de desenvolvimento das plantas, os quais sao fatores que favorecem a fixacao
biolégica de N, (Hungria e Vargas, 2000; Ramos et al., 2001; Reining, 2005;
Teixeira et al., 2006; Patra et al., 2007; Pietsch et al., 2007).

Trabalhos realizados por Castro et al. (2004) indicaram que a crotalaria
(C. juncea) apresentou um percentual médio de 53% de N proveniente da fixacao.
Segundo Perin et al. (2004), quando consorciada, a crotalaria atinge 61% de N
proveniente da fixagdo e de 57% quando cultivada isoladamente. No cultivo da
soja a fixacao biolégica de N foi superior a 82% (Alves et al., 2006). Pietsche et
al., 2007 relatam que o Medicago sativa incorporou ao solo 89 a 125 kg ha™ de N,
sendo 27 a 33% proveniente da fixacao biolégica. Segundo Ramos et al. (2001), a
fixacao bioldgica de N da C. juncea foi de 70% e Mucuna aterrima de 40%. Ovalle
et al. (2006) encontraram no Chile valores de 74 a 94% de N proveniente da
fixacado bioldgica em leguminosas forrageiras. Silva et al. (2006a) mostraram que
a crotalaria, em 2 anos agricolas, proporcionou no milho cultivado sem a
aplicagdo de N, um efeito similar & aplicacdo de 56 e 73 kg ha™' de N-uréia.

A inoculacdo com estirpes apropriadas de bactérias fixadoras em
sementes de leguminosas pode proporcionar um aumento da FBN na ordem de
30% em relagédo as espécies que nao foram inoculadas (Oliveira et al., 2002a).
Entretanto, no presente trabalho, isso ndo ocorreu. Tal fato pode estar
relacionado com a presenga natural do rizébio na area experimental, uma vez que
nos anos anteriores a area ja tinha sido cultivada com espécies de leguminosas.

As plantas de cobertura, assim como as plantas espontdneas do
tratamento testemunha, ndo exerceram influéncia diferenciada no crescimento
dos ramos plagiotrépicos e ortotrépicos do cafeeiro (Quadro 4), corroborando as
informagdes de Ricci et al. (2005). Por conseguinte, percebe-se que ocorrem
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variagdes nas concentracdes foliares de N, P e K do cafeeiro em periodos
distintos. Isso possivelmente esta associado ao préprio comportamento do
cafeeiro em apresentar variagdes da concentracao foliar dos nutrientes conforme
a época do ano (Partelli et al., 2007), porém, dentro do mesmo periodo avaliado,
nao houve diferenca entre os tratamentos (Quadro 5).

Quadro 4 - Crescimento vegetativo (cm) de ramos plagiotrépicos e ortotrépicos
do cafeeiro em diferentes periodos: montagem do ensaio até o
primeiro corte (0-76 dias), primeiro corte até corte do feijao-guandu
(76-94 dias) e crescimento da montagem até periodo posterior a
decomposicao da matéria seca (94- 257 dias).

Tratamento Ramos plagiotrépicos Ramos ortotropicos

- 0-76 dias 76-94 dias 94- 257 dias 0-76dias 76-94 dias 94- 257 dias
Testemunha 14,3 9,55 26,0 7,15 6,13 15,2
Milheto 14,5 10,6 26,6 7,58 8,20 18,0
Feijao-de-porco 11,1 10,8 24,9 5,53 8,16 17,2
Mucuna-ana 12,5 8,74 23,1 7,26 7,43 17,6
Feijao-guandu 16,9 11,2 30,4 7,86 6,54 16,6

CV (%) 24,73 37,58 23,01 23,35 34,71 23,35

Nao houve diferencas significativas pelo teste de t a 5% de probabilidade.

Quadro 5 - Concentragao foliares de N, P e K do cafeeiro em diferentes periodos:
montagem do ensaio (NO, PO e KO0), primeiro corte (N1, P1 e K1),
corte do feijdo-guandu (N2, P2 e K2) e periodo posterior a
decomposicao da matéria seca (N3, P3 e K3).

Tratamento NO N1 N2 N3 PO P1 P2 P3 KO K1 K2 K3

........................ L)
Testemunha 25ab 28,3a 28,6a 21,8b 0,7c 1,42a 1,36a 1,06b 13,4b 20,0a 18,3ab 16,7ab
Milheto 25b 309a 29,9a 23,2b 0,7c 1,46a 1,35ab 1,06b 13,4a 18,1a 15,832 14,4a
F-de-porco 25bc 29,1a 28,8ab 23,8¢c 0,7c 1,40a 1,24a 1,07b 13,4b 20,0a 16,8ab 16,9ab
M-ana 25bc 29,2a 28,4ab 22,8c 0,7c 1,43a 1,34ab 1,06b 13,4b 19,4a 16,9ab 16,7ab
F-guandu 25b 30,4a 27,3ab 24,4b 0,7c 1,40a 1,24ab 1,08b 13,4b 19,4a 1555ab 16,7ab
CV (%) 6,52 8,98 14,55

Nao houve diferengas na concentracao foliar de todos os nutrientes na coluna.
Médias seguidas de letras iguais na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Estudos conduzidos por Bergo et al. (2006) indicam que a eficiéncia do
uso de plantas de cobertura consorciadas com C. canephora depende da espécie,
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espacamento, idade da lavoura, regido cultivada e outros fatores que podem
influenciar o comportamento dos adubos verdes. Segundo Paulo et al. (2006), o
feijao-guandu (C. cajan) prejudica a producao de C. arabica, enquanto que as
outras leguminosas (C. spectabilis, M. deeringeanu, C. juncea e G. max) nao
alteram a producao.

A liberagcdo de nutrientes dos tecidos das plantas de cobertura e
espontdneas para as plantas cultivadas ocorre em funcao de fatores como
condicOes climaticas (estagdo seca ou chuvosa) e espécie de leguminosa, em
razdo da relagcao carbono/nitrogénio, teores de lignina e hemicelulose (Espindola
et al., 2006), sendo que a decomposicao pode ser superior a 50% para a maioria
dos nutrientes ja nos primeiros 30 dias posteriores ao corte (Salmi et al., 2006;
Boer et al.,, 2007). Dessa forma, as plantas de cobertura cortadas no final de
dezembro podem fornecer nutrientes, inclusive N proveniente da fixagdo
bioldgica, j4 em janeiro/fevereiro, época em que o cafeeiro esta em pleno
enchimento de graos, apresentando grande necessidade de nutrientes (Braganca
et al., 2001; Camargo e Camargo, 2001). O feijao-guandu forneceu nutriente
depois de julho, dois meses antes do inicio da floracao do café Conilon, época
importante, uma vez que a adubacdo deve comecar antes do florescimento
(Malavolta et al., 2002).

CONCLUSOES

A FBN contribuiu com cerca de 80% do N acumulado pelas leguminosas,
sendo que em funcdo da producdo de biomassa seca a contribuicdo foi
equivalente a 27 — 35 kg N ha™. Desta forma, as leguminosas podem suprir parte
da necessidade de nitrogénio do cafeeiro Conilon.

O feijao-de-porco e mucuna-ana apresentaram maior concentracao de N

e B e 0 acumulo de nutrientes variaram entre as plantas de cobertura.
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No periodo experimental ndo se observou efeito significativo dos
tratamentos sobre as concentracées de nutrientes e o crescimento do cafeeiro
Conilon.

A inoculagao com rizoébio nao influenciou a acumulagado de nutrientes e

fixacdo biologica de N.
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ATRIBUTOS QUIMICOS E MICROBIOLOGICOS DO SOLO EM CAFEEIRO
CONILON SOB MANEJO ORGANICO E CONVENCIONAL

RESUMO

O cultivo de Coffea sp. utilizando o manejo convencional e organico
abrange grandes areas, entretanto, ha falta de informacdo sobre a
sustentabilidade dessas formas de cultivo. No presente trabalho, teve-se por
objetivo avaliar as caracteristicas quimicas e microbiol6gicas do solo cultivado
com cafeeiros Conilon (C. canephora) em manejo organico e convencional. Foram
selecionadas duas areas cultivadas com café Conilon (manejo organico e
convencional) e uma area de fragmento de mata Atlantica, utilizada como
referéncia. Realizou-se analise quimica, granulométrica, carbono e nitrogénio da
biomassa microbiana e atividade respiratéria de microrganismos do solo, em
janeiro e julho, na profundidade de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm. Os dados foram
submetidos a analise multivariada e andlise descritiva das variaveis. O carbono da
biomassa microbiana foi o atributo microbiolégico do solo que mais contribuiu
para agrupar as diferentes formas de cultivo. O solo do fragmento de mata
Atlantica, seguido pelo solo de café Conilon sob manejo organico, apresentaram
os melhores indicadores de qualidade de solo. Os atributos microbiolégicos
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variaram conforme a época do ano e profundidade do solo, apresentando maiores
valores de carbono e nitrogénio da biomassa microbiana na camada superficial no
més de janeiro. Do ponto de vista nutricional, os sistemas de manejo estudados

(organico e convencional) apresentaram comportamento similar.

CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL SOIL CHARACTERISTICS OF CONILON
COFFEE UNDER CONVENTIONAL AND ORGANIC MANAGEMENT

ABSTRACT

Coffee crops under conventional and organic management have a great
area extension; nevertheless, there is a lack of information about the sustainability
of these cultivation methods. This work has the objective of evaluate soil chemical
and microbiological characteristics under conventional and organic management
in Conilon (C. canephora) coffee areas. Two areas cultivated with Conilon coffe
(conventional and organic management) and one area of Atlantic Forest (used as
reference), were selected. Chemical, texture, carbon and nitrogen microbial
biomass and soil microorganism respiratory activity analysis were performed in
January and July, at 0-10 cm and 10-20 cm depth. Multivariate and descriptive
data analysis were performed. Microbial biomass carbon was the soil attribute that
showed the highest contribution to cluster the different cultivation methods.
Atlantic Forest soil followed by the Conilon coffee under organic management,
showed the best soil quality indexes. Microbiological attributes vary according to
year season and soil depth, showing higher values of carbon and nitrogen of the
microbial biomass on surface levels in January. From the nutritional point of view,

the management systems studied (conventional and organic) had similar results.
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INTRODUCAO

A producdo mundial de café nos ultimos anos tem sido superior a 110
milhnées de sacas, produzido principalmente nos paises em desenvolvimento
(ICO, 2008). Na safra de 2006/2007, a producao nacional de C. canephora foi de
9,5 milhdes de sacas e a producao total de 42,5 milhdes de sacas, numa area de
2,15 milhdes de hectares com 5,67 bilhdes de cafeeiros (Conab, 2007), sendo
exportados em 2007, 28 milhdes de sacas, o que equivale a 65% da producgéo
nacional e, aproximadamente, 29% das exportacdes mundiais do produto (ICO,
2008).

O cultivo de Coffea sp., utilizando o manejo convencional, ocorre na
maioria das areas cafeeiras do Brasil, entretanto, 0 manejo organico tem crescido,
criando um novo nicho de mercado muito peculiar de cafés especiais, o nicho dos
“cafés organicos”. Essa forma de producgédo pode ser favorecida pela existéncia de
um mercado disposto a pagar maior valor pelo produto e enquadramento no
“mercado justo”. Contudo, possui limitagées, como custo de certificacdo, falta de
profissionais e pesquisas especificas para o manejo da cultura, dificuldades em
substituir a adubacao e em obtengao de melhores precos (Partelli et al., 2006b).

A biomassa microbiana é a parte viva da matéria organica do solo e
contém de 1 a 4% de carbono e de 3 a 5% de nitrogénio, os quais representam
um reservatério de nutrientes para as plantas, que através do processo de
decomposicdo da matéria organica, promove a sustentabilidade biol6gica e a
produtividade nos ecossistemas (Schloter et al., 2003). A imobilizacao e liberacéo
dos nutrientes dependem da dindmica dos microrganismos do solo, da quantidade
de residuos vegetais e da eficiéncia de utilizacdo de C pela microbiota presente
(Baudoin et al., 2003). A biomassa microbiana pode apresentar mudancas rapidas
com a adicdo de insumos organicos aplicados no solo, determinando a
decomposicdo da matéria organica, a relagdo C:N, a mineralizacdo e a
imobilizacdo de nutrientes (Hatch et al., 2000). O rapido retorno de N ao solo
pelos microrganismos contribui para o processo de mineralizacdo, sendo
considerado relevante para a manutencao de ecossistemas naturais (Jenkinson et
al., 2000; Conte et al., 2002).
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A agricultura convencional trouxe muito progresso para a Ciéncia
Agrondmica em termos de conhecimentos e de produtividade por unidade de area
a curto prazo, entretanto, o uso inadequado dessa tecnologia tem ocasionado
degradacao do solo e do ambiente (Balota et al., 1998; Oliveira et al., 2003;
Carneiro et al., 2004). A agricultura convencional também requer maior consumo
de energia féssil, principalmente pelo alto consumo de fertilizantes e defensivos
agricolas (Castellini et al., 2006; Gindogmus, 2006), e contribui para o efeito
estufa através do aumento da liberacdo de CO, para atmosfera (Kaltsas et al.,
2007), colocando em cheque a sobrevivéncia deste modelo de desenvolvimento.
Assim, novos conceitos e procedimentos agricolas surgem em busca de
sustentabilidade, dentre eles a agricultura organica (Brasil, 2003), a qual pode
promover um desenvolvimento rural mais sustentavel, principalmente para a
agricultura familiar (Partelli et al., 2006b).

Nos ecossistemas agricolas e naturais, o solo pode ser considerado como
o principal elo entre os componentes da biosfera (Rochette e Angers, 1999). O
carbono presente na biomassa microbiana (CBM) é o C em inicio de
transformacao no solo, o qual proporciona energia armazenada para processos
microbianos, apresentando respostas rapidas as alteragcées no solo, podendo ser
utilizado como indicador precoce de modificacbes na matéria organica e
alteracdes na atividade microbiana e qualidade do solo (D’Andrea et al., 2002;
Matsuoka et al., 2003; Pereira et al., 2004), bem como o nitrogénio da biomassa
microbiana (NBM) (Perez et al., 2005).

Um conhecimento interdisciplinar que permita integrar os diversos
componentes de um agrossistema (solo - planta - ambiente) é importante para
melhor entender os fatores que estao relacionados a produtividade e ao manejo
dos cafeeiros organicos e convencionais. Assim, no presente trabalho teve-se por
objetivo avaliar as caracteristicas quimicas e microbiol6gicas do solo cultivado

com cafeeiros Conilon (C. canephora) em manejo organico e convencional.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no municipio de Jaguaré, Estado do Espirito
Santo - Brasil, localizado a uma altitude de, aproximadamente 80 m, com
coordenadas 18° latitude Sul e 40° longitude Oeste. A regido é caracterizada pelo
clima tropical, com verao quente e Uumido e inverno seco. A precipitagdo anual
média é de 1200 mm e a temperatura nos meses mais frios € superior a 12°C, e
nos meses mais quentes, inferior a 34°C (Incaper, 2007). No periodo de
realizacdo do experimento, parte dos dados climaticos foram similares a
tendéncia histérica; entretanto, ocorreu baixa precipitacdo nos meses de janeiro e
fevereiro, enquanto em marco houve maior precipitacdo que a média histérica
(Figura 1A e B). A estagdo meteoroldgica fica localizada a 40 km de distancia da

area experimental.

Areas de estudo:

Foram selecionadas duas dareas cultivadas com Coffea canephora cv.
Conilon (manejo organico e convencional) e outra area de fragmento de mata
Atlantica, sendo utilizada como referéncia. Os solos das trés areas estudadas
apresentaram textura franco argilo arenoso.

A area de fragmento de mata Atlantica ndo sofreu queimada nos ultimos
25 anos, mas ha 15 anos foram retiradas arvores de valor comercial.

A area de café organico caracterizava-se por ser certificada desde o
plantio, como regulamentado em lei brasileira (Brasil, 2003). A lavoura com 8
anos de idade foi implantada com mudas de estacas, conduzida com
aproximadamente 20.000 hastes ortotropicas ha™, irrigada por gotejamento, com
produtividade de 50 sacas ha” em 2005 e em 2006. Em nenhum momento foi
aplicado calcéario no solo, sendo que no plantio aplicou-se 30g de rocha moida
fonte de micronutrientes (FTE) por cova e, aos 5 anos de idade, utilizou-se 2
toneladas de MB4 (agrosilicio). Ao longo de todos os anos, do plantio até os 6
anos de idade, foi realizada adubagdo com 4 a 5 kg por cova de esterco de gado
misturado com palha de café. Nos ultimos anos, o cafeeiro foi adubado duas

vezes por ano com esterco bovino e com turfa liquida. O controle fitossanitario foi
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realizado com caldas especificas, permitidas pela Lei que dispde sobre a
agricultura orgéanica. Antes do plantio do café, a area era ocupada por capoeira.
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Figura 1 - Médias da temperatura maxima, média e minima da atmosfera local (A)
e umidade relativa, evapotranspiracao total e precipitagdo total (B),
registrados na Estacdo Metereoldgica de Sooretama, ES.

Nota: Temp. = Temperatura, Max. = Maxima, Méd. = Média, Min. = Minima, ETo total
= Evapotranspiracdo Total e UR = Umidade Relativa.

A area do cafeeiro sob manejo convencional com 9 anos de cultivo,
proveniente de mudas de estacas, apresentava, aproximadamente, 20.000 hastes
ortotrépicas ha”', produtividade de 60 sacas em 2005 e em 2006. A lavoura
recebeu aplicacdo de 4 litros de palha de café decomposta aos 6 anos de idade.
Ha dois anos, foram adicionadas duas toneladas de calcario ha™. No ano anterior

a coleta de amostras do solo e folhas, foram adicionadas ao solo 4 aplicagdes de
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150 g cada, de nitrogénio, fésforo e potassio (25, 05, 20%, respectivamente) e foi
feita uma capina manual e duas capinas com aplicagdo de herbicidas e uma
pulverizacdo com fungicida composto por epoxiconazole e piraclostrobina,
aplicadas com trator. A lavoura é irrigada por gotejamento e, quando nova,
utilizava-se enxada rotativa para limpeza das plantas espontédneas da lavoura.

Antes do plantio do café a area era ocupada por capoeira e pastagem.

Procedimentos de coleta e analise quimica

As é4reas de estudo foram divididas em quatro talhdes de,
aproximadamente, 5.000m® cada, representando quatro repeticbes. Foram
retiradas amostras compostas de solo, proveniente de 12 coletas simples,
retiradas com trado tipo sonda em janeiro (verdo) e julho (inverno) de 2006,
coletadas na projecéo da copa do cafeeiro nas profundidades de 0 a10cme 10 a
20 cm de profundidade. No mesmo periodo, também foram coletadas folhas de
cafeeiro, formando amostras compostas para analise quimica.

Uma sub-amostra de solo foi retirada para analise quimica, sendo
realizada conforme Silva (1999): pH em agua; P, Na, K, Fe, Zn, Mn e Cu pelo
extrator Mehlich 1; Ca, Mg e Al pelo extrator KCI; H+Al por meio do extrator SMP;
B extraido por 4gua quente; S pelo extrator fosfato monocélcio em acido acético;
carbono orgéanico total (CT) e nitrogénio total (NT), por oxidacdo Umida e
granulometria por meio de pipeta.

Outra sub-amostra do solo foi usada para analises microbiol6gicas, sendo
acondicionada em sacos plasticos, protegida da luz e mantida em caixas térmicas
sob refrigeracao e transportada para o laboratério no prazo de até 24 horas apos
a coleta. Posteriormente, as amostras foram peneiradas em malhas com 2 mm,
sendo acondicionadas em sacos plasticos com suspiros e mantidas sob
resfriamento de 4°C, como realizado por Perez et al. (2005), para analisar
biomassa e atividade respiratoria dos microrganismos. As analises de C e N da
biomassa microbiana foram feitas em triplicata e as de atividade respiratéria com
quatro repeticdes.

Na quantificacdo dos nutrientes nas amostras foliares, a andlise foi
realizada conforme metodologia descrita por Silva (1999). Os tecidos foliares
coletados foram secos em estufa de circulacado forcada por 72 horas, sendo a
concentracdo de N obtida pelo método de Nessler, apds a digestdo do material
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seco com acido sulfurico e agua oxigenada. A concentracdo de P foi analisada
colorimetricamente pelo método do molibdato. Quantificou-se a concentragédo de
K por fotometria de chama, as concentracées de Ca, Mg, Mn, Zn, Fe e Cu, por
espectrofotometria de absorcao atdbmica, e a concentracao de S, por turbidimetria,
apds digestdo do material seco com acido nitrico e acido perclérico. A
concentracdo de B foi analisada por colorimetria com azometina-H, depois da

incineracao do material vegetal em mufla a 550°C (Silva, 1999).

Analise de carbono da biomassa microbiana

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi quantificado pelo método
da fumigacgao-extracao (Vance et al., 1987), com algumas modificacdes sugeridas
por De-Polli e Guerra (1999). A extracdo do C no solo fumigado e nao fumigado
foi realizada com a utilizagdo de K2SO4 0,5 mol L™ e aliquotas de K>Cr.O; 0,0667
mol L™ e HxSO4/HsPO, (1:2), com aquecimento. A titulacdo foi feita com uma
solucdo de sulfato ferroso amoniacal 0,03333 mol L' e o CBM calculado através
da seguinte expressao: CBM = (F-NF)/Kec, em que: CBM: Carbono da biomassa
microbiana (ug g'); F: ug g' de carbono da amostra fumigada; NF: ug g ' de
carbono da amostra ndo fumigada; Kec: fator para converter o carbono extraido a
CBM, sendo utilizado 0,33 como utilizado por Ferreira et al. (1999) e por Xavier et
al. (2006). Posteriormente, foi calculado o quociente microbiano (relacédo
CBM/CT), conforme Sparling (1992).

Analise da atividade microbiana do solo

A taxa de atividade microbiana foi estimada por meio da hidrélise de
diacetato de fluoresceina (FDA), de acordo com procedimentos adotados por
Perucci et al. (2000), Adam e Duncan (2001), Pereira et al. (2004), Green et al.
(2005) e Das et al. (2007). Foram pesados 5g de solo, colocados em Elernmeyer,
juntamente com 20 mL de tampédo fosfato de potassio 60 mmol L™ (8,7 g de
K:HPO4 e 1,3 g de KH.PO,4 por L de agua destilada com pH 7,6). A reacao de
hidrélise de FDA foi iniciada ao adicionar 0,2 mL de solucao estoque de FDA (2g
L™ acetona). A seguir, as amostras foram incubadas por 20 minutos em agitador
(427 g) a 25°C. Posteriormente, a reacao foi interrompida pela adicado de 20 mL
de acetona. Apdés, o material foi filtrado e acondicionado em tubos de ensaio. Em
seguida, procedeu-se a leitura da absorbancia num espectrofotémetro a 490 nm.
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Para obtencdo da taxa de FDA hidrolisado (ug g”' de FDA hidrolisado do
solo) foi determinada a curva padrao, a qual foi obtida adicionando-se FDA, nas
quantidades de 0, 100, 200, 300 e 400 ug, em 5 ml de tampao fosfato. Depois 0s
tubos foram mantidos por 60 minutos em banho maria com agua a 100°C, para
hidrolisar o FDA. Apd6s a hidrdlise, o FDA foi transferido a frasco Erlenmeyer
contendo 5g de solo e 15mL de tampéao fosfato, em trés repeticbes. A seguir,
utilizaram-se os mesmos procedimentos adotados para as amostras de solo. Os

resultados foram expressos em pg de fluoresceina g de solo seco™ h™.

Quociente metabdlico

O quociente metabdlico (qCO,) foi determinado seguindo os
procedimentos adotados por Anderson e Domsch (1993) e Anderson (2003). No
entanto, foi utilizada a atividade microbiana obtida pelo método FDA, partindo do
principio que o qCO, baseia-se na relagao entre a quantidade de CO, produzido
por unidade de C da biomassa microbiana, por unidade de tempo, sendo um
indicador sensivel de qualidade de solo (Gama Rodrigues et al.,, 1997) e que
correlaciona-se positivamente com o método da respiracdo basal (Paulucio,
2007).

Analise de nitrogénio da biomassa microbiana

Para andlise de nitrogénio da biomassa microbiana (NBM), metade das
amostras foram fumigadas com cloroférmio e a outra metade ndo fumigada. A
extracdo do N foi feita com 60mL de K»SO, 0,5 mol L™, com pH ajustado entre 6,5
a 6,8, e agitados com movimento circular horizontal por 40 minutos. Depois da
decantagdo por 30 minutos, foi realizada a filtragem em papel-filtro.
Posteriormente, aliquotas de 20mL foram transferidas para tubos de ensaio na
presenca de 3mL de H>.SO4 e 1g de catalisador. Foi realizada uma pré-digestao a
80°C por 12 horas. Em seguida, a temperatura foi elevada para 150°C por uma
hora e 30 minutos, sendo a digestao concluida a 300°C. A digestao foi realizada
com 20mL de NaOH 400 g L™ e o destilado foi recolhido em frasco Erlenmeyer de
125 c¢cm® contendo 10 mL de H3BO3 20g L™, acrescentando-se 15 mL de verde de
bromocresol a 0,1% em meio alcodlico e 6 mL de vermelho de metila a 0,1% em
meio alcoodlico e trés gotas de hidréxido de sédio 0,1 N. Depois se procedeu a
titulagdo com H.SO4 0,0025 mol L™ (Perez et al., 2005).
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O NBM foi calculado pela formula NB = (Nr - Nnp) k', em que Nr e Nyr
sdo as quantidades totais de N mineral liberados pelos solos fumigados e nao
fumigados, respectivamente, durante o periodo de incubacdo; ky € uma constante
que, nesse caso, foi de 0,54, como utilizado por Coser et al. (2007) e por Wang et
al. (2007).

Analise dos dados

Os dados oriundos dos sistemas de manejo foram submetidos a analise
multivariada. Estimou-se a distancia entre tratamentos utilizando-se a distancia
Euclidiana média. Em seguida, procedeu-se 0 agrupamento utilizando-se o
método do vizinho mais préximo (ligacdo completa). De forma complementar,
estimou-se, por meio do método de Singh (1981), a contribuicdo relativa dos
caracteres para a discriminacdo da diferenca entre os tratamentos utilizando o
programa Genes, desenvolvido por Cruz (2001). Realizou-se, também, andlise
descritiva das variaveis de estudo através da estimacao da média e erro padrao

da média.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi o principal atributo
microbiolégico para separar as distintas situacdes estudadas, com contribuicao
relativa de 54,15%, corroborando com Maluche-Baretta et al. (2006), ao estudar
macieiras (Malus domestica) sob cultivo organico e convencional. Seguidamente,
0 nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) e atividade microbiana de
microrganismos pelo FDA apresentaram as maiores contribui¢cdes relativas (23,83
e 14,02%, respectivamente), o0s quais, junto com outras caracteristicas
microbiolégicas avaliadas, permitiram agrupar as situagdes estudadas em cinco
grupos pelo método do vizinho mais proximo (Figura 2).
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Figura 2 - Divergéncia entre os sistemas de manejo e fragmento de mata
Atlantica, utilizando-se a distancia Euclidiana média, através do método
do vizinho mais préximo, com base nas caracteristicas microbiolégicas
do solo.

Nota: 1. Café convencional 0-10 cm em janeiro, 2. Café convencional 10-20 cm em
janeiro, 3. Café convencional 0-10 cm em julho, 4. Café convencional 10-20 cm em
julho, 5. Fragmento de Mata Atlantica 0-10 cm em janeiro, 6. Fragmento de Mata
Atlantica 10-20 cm em janeiro, 7. Fragmento de Mata Atlantica 0-10 cm em julho, 8.
Fragmento de Mata Atlantica 10-20 cm em julho, 9. Café organico 0-10 cm em
janeiro, 10. Café organico 10-20 cm em janeiro, 11. Café organico 0-10 cm em julho,
12. Café organico 10-20 cm em julho.
Ao relacionar os grupos com o manejo adotado, observa-se que a lavoura
de café sob cultivo convencional, em janeiro, nas camadas de 0-10 e 10-20 cm e
em julho, na camada de 0-10 cm de solo (n® 1, 2 e 3) formou um grupo, enquanto
que o café organico na camada de 0-10 cm e fragmento de Atlantica na camada
de 10-20 cm nos meses de janeiro e julho formou outro grupo (n® 6, 8, 9 e 11),
indicando divergéncia entre os dois grupos e similaridade entre os solos do
mesmo grupo. A mata, na camada de 0-10 cm, nos meses de janeiro e julho
formou mais um grupo (n® 5 e 7).
As lavouras sob manejo organico e convencional, em julho, na camada de
10 a 20 cm de solo agruparam-se (Figura 2), indicando certa similaridade entre as
duas formas de cultivo nessa ocasidao e profundidade. Esse fato corrobora com
D’Andréa et al. (2002), que demonstraram que as diferencas entre manejos
ocorrem de maneira mais significativa na camada superficial do solo, pois essa
camada esta mais sujeita a maiores variacées de seus atributos microbiolégicos,
fisicos e quimicos. Entretanto, ndo ha agrupamento destas formas de cultivo na

profundidade de 10 a 20 cm no més de janeiro e com a mata, pois podem ocorrer
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variagdes nas camadas mais profundas conforme a forma de cultivo (Matsuoka et
al., 2003; Balota et al. (2004).

Nas caracteristicas quimicas e granulométricas do solo, as maiores
influéncias no agrupamento dos manejos foram provenientes da concentragao de
Mn, K, saturagdo de bases, P, S, Fe e Na, que reuniu, pelo método do vizinho
mais proximo, o solo da lavoura de café convencional na camada de 0-10 cm com
o0 mesmo solo na camada de 10-20 cm (Figura 3). Contudo, outro grupo foi
formado pelo solo da mata, na camada de 10-20 cm, com o solo da lavoura
organica na mesma camada. Estes resultados, associados aos microbioldgicos,
indicam certa divergéncia entre os manejos de café organico e convencional e
uma maior proximidade do manejo do café Conilon organico com o fragmento de
mata Atlantica de referéncia. Entretanto, Theodoro et al. (2003ab) nao
observaram diferencgas significativas entre o solo da mata e o solo de lavoura de
café Arabica (C. arabica), sob manejo organico e convencional.

10 20 30 40 50 60 70 g0 80 100

Figura 3. Divergéncia entre os sistemas de manejo e fragmento de mata
Atlantica, utilizando-se a distancia Euclidiana média, através do método
do vizinho mais préximo, com base nas caracteristicas quimicas e

granulométricas do solo.

Nota: 1. Café convencional 0-10 cm, 2. Café convencional 10-20 cm, 3. Fragmento
de Mata Atlantica 0-10 cm, 4. Fragmento de Mata Atlantica 10-20 cm, 5. Café
organico 0-10 cm, 6. Café organico 10-20 cm.

As maiores quantidades de C e N da biomassa microbiana (Quadro 1)
ocorreram na camada mais superficial (67,2 e 24,4%, respectivamente, superior

em relacdo a camada de 10-20 cm), corroborando com varios pesquisadores
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(Conte et al., 2002; Souza e Melo, 2003; Agnelli et al., 2004; Carneiro et al., 2004;
Castellazzi et al., 2004; Moreira e Malavolta, 2004; Nsabimana et al., 2004; Perez
et al., 2005; Garcia e Nahas, 2007), fato que pode estar relacionado com a maior
quantidade de carbono e nitrogénio total (CT e NT) presentes na camada superior
(Quadro 1). Além disso, foram observadas correlacbes positivas e significativas
entre CT e CBM (0,78) e entre NB e NBM (0,59).

Os maiores valores de quociente metabdlico gqCO, foram encontrados na
camada de 10 a 20 cm em relagdo a camada de 0 a 10 cm, (na ordem de 92,3%
na meédia - Quadro 1), corroborando com D’Andréa et al. (2002) e Agnelli et al.
(2004), os quais relatam que esse fato pode estar relacionado a maiores gastos
de energia para metabolizar os residuos organicos.

Os indicadores estudados, que sugerem melhor qualidade de solo, foram
encontrados na area referéncia de fragmento de mata Atlantica, o que pode estar
associado, além de outros fatores, a alta quantidade de carbono total (Quadro 1),
pois a matéria organica representa um sistema complexo de substancias, cuja
dindmica é governada pela adicdo de materiais organicos de diversa natureza e
formas e, pela sua transformacdo continua sob acdo de fatores bioldgicos,
quimicos e fisicos. Na camada superior do solo a matéria organica influencia a
retencéo de cations, estabilidade da estrutura do solo, infiliragcdo e retencao de
agua, aeracao do solo, protecdo de microrganismos e fornecimento de nutrientes
para as espécies vegetais, podendo também aumentar a quantidade de biomassa
dos microrganismos (Balesdent et al., 2000; Graham et al., 2002; Dufranc et al.,
2004).

Maiores quantidades de CBM foram encontradas nos solos da mata
(Quadro 1), corroborando com Pimentel et al. (2006), o que pode ter sido
estimulado pelo fornecimento continuo de distintos materiais organicos, com
diferentes graus de susceptibilidade a decomposicao (Conte et al., 2002),
provenientes da diversidade da vegetacao nativa. A sobrevivéncia e crescimento
dos microrganismos do solo também foram beneficiados pelos materiais

organicos depositados (D’Andréa et al., 2002; Theodoro et al., 2003a).
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Quadro 1 - Atividade microbiana (AM, ug de FDA hldrollsado g solo" h™), carbono

da biomassa microbiana (CBM, Hg C g solo™), nitrogénio da biomassa
microbiana (NBM ug N 9 solo™), relagéao entre CBM e NBM (C/N),
carbono total (CT, g kg™'), nitrogénio total (NT, g kg™), relacdo entre
CT e NT (CT/NT), quociente microbiano (CB/C e NB/N (em
porcentagem) e quociente metabdlico (qCO,, ug FDA hidrolisado pug
CBM h), na profundidade de 0 a10 cm e 10 a 20 cm do solo em duas
épocas do ano (janeiro e julho de 2006), em lavouras de café
organico,convencional e sob fragmento de mata Atlantica.

Tratamento Prof. AM CBM NBM C/N CT NT CT/NT CB/C NB/N ¢gCO,
Conv. Janeiro 0-10 146 147 20,3 8,7 7,35 0,84 8,79 1,97 24 1,17
Erro padrao médio 152 26,7 4,1 2,89 0,93 0,02 1,16 0,26 0,45 0,32
Conv. Julho 0-10 161 73,3 10,1 8,33 7,28 0,86 8,45 1,08 1,2 233
Erro padrao médio 11,9 11,9 205 2,68 0,96 0,04 1,08 0,17 0,28 0,29
Mata Janeiro 0-10 229 282 66 4,42 17,3 1,48 11,6 1,75 495 0,81
Erro padrao médio 9,24 1542 6,3 0,55 2,7 0,19 0,73 026 1,3 0,08
Mata Julho 0-10 273 189 443 438 172 1,57 113 1,17 282 15
Erro padrao médio 27 16,2 423 05 2,72 0,08 2,35 0,16 0,24 0,26
Org. Janeiro 0-10 222 189 724 28 10,1 1,28 7,91 1,92 564 1,19
Erro padrao médio 21,3 215 122 049 1,001 0,12 0,25 0,27 0,69 0,07
Org. Julho 0-10 167 78,3 299 2,86 10,1 1,18 8,82 0,81 2,73 2,17
Erro padrao médio 12,4 441 505 0,53 0,99 0,15 1,17 0,11 0,61 0,24
Conv. Janeiro 10-20 110 79,1 178 6,3 5,16 0,78 6,65 1,78 2,17 16
Erro padrao médio 9,05 16,6 4,86 2,76 0,92 0,09 0,58 0,58 0,33 0,34
Conv. Julho 10-20 129 23,5 5,93 5,05 5,15 0,83 6,15 0,5 0,7 6,76
Erro padrao médio 10,3 7,08 1,62 1,67 0,92 0,09 0,62 0,14 0,13 1,71
Mata Janeiro 10-20 265 189 51,8 3,97 8,16 1,19 7 249 435 1,34
Erro padrao médio 17,6 142 4,03 0,62 1,02 0,06 1,18 0,17 0,3 0,05
Mata Julho 10-20 260 126 33 3,89 8,12 1,07 7,68 1,69 3,08 2,15
Erro padrao médio 216 145 257 051 1 0,05 1,18 042 0,2 0,29
Org. Janeiro 10-20 172 109 63,7 1,9 4,48 0,78 5,68 245 8,19 1,74
Erro padrao médio 14,1 18,9 10,4 0,51 0,58 0,03 0,59 0,31 1,36 0,36
Org. Julho 10-20 127 375 21,9 1,73 4,48 0,93 4,85 0,95 242 4,12
Erro padrao médio 18,2 10,2 3,59 0,37 0,59 0,04 0,7 0,39 0,47 1,01
Conv. jan. e jul. 0-20 136 806 13,5 7,09 6,23 0,83 7,49 1,32 1,62 2,97
Erro padrao médio 72 136 214 12 05 0,03 05 0,21 0,23 0,7
Mata jan. e jul. 0-20 257 199 48,8 4,17 12,7 1,33 9,39 1,77 3.8 1,45
Erro padrao médio 9,94 159 3,69 0,25 1,49 0,07 0,85 0,17 0,38 0,15
Org. jan. e jul. 0-20 172 103 47 2,32 7,28 1,04 6,81 1,53 4,74 2,31
Erro padrao médio 11,5 159 6,75 0,25 0,81 0,07 0,54 0,22 0,72 0,38
MediageralJed 0-10 200 160 405 5,25 115 1,2 9,47 1,44 3,29 1,53
Erro padrao médio 11,1 159 5,19 0,77 1,05 0,07 0,54 0,12 04 0,14
MediageralJedJ 10-20 177 9555 324 3,81 592 0,93 6,32 1,64 3,48 2,95
Erro padrao médio 14 129 448 0,59 0,44 0,04 0,35 0,2 0,53 0,49
Media geral jan. 0-20 191 167 48,6 4,68 8,75 1,06 7,93 2,06 4,62 1,31
Erro padrao médio 12 151 522 0,75 0,99 0,07 0,49 0,13 0,51 0,11
Media geral Jul. 0-20 186 87,9 24,2 4,37 8,72 1,07 7,87 1,02 2,16 3,17
Erro padrao médio 13,6 12,1 296 0,64 0,99 0,06 0,62 0,12 0,22 047
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No solo do cafeeiro sob cultivo organico foram encontrados valores de
CBM maiores que no solo de café convencional. Possivelmente, este fato esta
relacionado a aplicacdo de insumos organicos, 0os quais podem aumentar a
quantidade de carbono e nitrogénio no solo (Quadro 1). Segundo Nardi et al.
(2004) e Ouédraogo et al. (2007), também ha aumento da atividade de enzimas,
como a nitrato redutase e glutamato sintetase com adicdo de compostos
organicos nitrogenados. Depois de anos, a adicao freqlente de insumos
organicos pode melhorar as propriedades quimicas e a qualidade da matéria
organica e o conteudo de substadncias humicas alcalino solluveis mais
condensadas do solo (Canellas et al., 2003). Entretanto, Andrade et al. (2005)
verificaram que mesmo depois de 5 anos a quantidade de nitrogénio total (NT) e
carbono total (CT) do solo ndo diferiu entre a aplicacdo de 30 toneladas de
esterco em comparacao com a adubacao quimica e sem adubacao, em eucalipto
e em varias profundidades do solo.

A quantidade de NBM no solo de mata também pode estar associada ao
fornecimento continuo de distintos materiais orgénicos, com diferente grau de
susceptibilidade a decomposicdo, como relatado no caso do CBM (Conte et al.,
2002), e, também, com a pouca disponibilidade de nutrientes minerais, como o
fésforo (Quadro 2), uma vez que Gama-Rodrigues et al. (1997) relataram que a
baixa fertilidade do solo em areas sob cerrado nativo pode reduzir a taxa de
decomposicdo da matéria orgénica, acarretando uma imobilizacdo de N na
biomassa microbiana, e esta se tornando reserva. Contudo, a quantidade de NBM
nas lavouras de café organico pode estar associada ao uso de adubos organicos
concentrados em N, uma vez que Singh et al. (2007) relatam que a adicao de
adubo orgéanico proporcionou aumento de 185% no CBM e 220% no NBM no solo
em relacdo a adubagédo com fertilizantes soltveis em solos cultivados com cana
de acucar (Saccharum spp.), favorecendo também a produtividade.

Observou-se que os valores de NBM sao 20% inferiores na profundidade
de 10-20 cm do solo em comparacdo a camada superficial, comportamento
semelhante ao relatado por Coser et al. (2007), uma vez que nessa camada ha
menor quantidade de matéria orgéanica e fosforo (Quadros 1 e 2).

No solo do cafeeiro sob cultivo convencional foram detectadas atividade
microbiana e quantidade de C e N da biomassa dos microrganismos 20,7, 22,1 e

71,2% menores que no solo cultivado com café organico, respectivamente
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(Quadro 1). No solo da lavoura convencional também foi verificado maiores taxas
de gCO, (29,5%) em relacdo ao solo da lavoura organica, indicando menor
qualidade do solo no manejo convencional em comparagdo ao manejo organico.
Resultados semelhantes foram encontrados por Maluche-Baretta et al. (2007) ao
estudarem macas (M. domestica) sob cultivo orgénico e convencional e por
Oberson et al. (2007) ao estudarem cultivo de soja biodindmica, organica e
convencional.

A menor qualidade do solo sob manejo convencional pode estar
relacionada com a utilizacdo constante de maquinas (capinas e aplicacbes de
defensivos agricolas), o que promove perturbag¢des no solo, afetando a populagéo
microbiana, o que, associado as menores adi¢coes de C e aliado ao consumo de
carbono do solo pelos microrganismos, terminam por consumir o0 carbono
organico, resultando, conseqlientemente, em perdas da qualidade do solo quando
submetido a essas praticas agricolas (Anderson e Domsch, 1993; Anderson,
2003). Além desses fatores, o uso de herbicidas ou outros defensivos agricolas
também podem afetar a populacdo microbiana no solo, diminuindo a CBM
(Perucci et al., 2000; Santos et al., 2005; Das et al., 2007; Zilli et al., 2007),
aumentando a atividade microbiana (Perucci et al., 2000) e o qCO, (Perucci et al.,
2000; Santos et al., 2005).

Nesse sentido, Anderson e Domsch (1993) e Anderson (2003) sugerem
que maiores valores de qCO. indicam que a populacdo microbiana, em condicoes
desfavoraveis, consomem mais carbono oxidavel para a sua manutencao.
Também, verificou-se que os menores valores de gCO, foram encontrados na
mata (Quadro 1), indicando melhor qualidade de solo em relagdo as areas
cultivadas. Entretanto, Pimentel et al. (2006) encontraram taxas mais altas de
gCO, na mata em comparacéao a area de café Arabica organico.

Trabalhos comparando sistemas de plantio direto e convencional tém
demonstrado que ha maior presenca de CBM no sistema de plantio direto com o
passar do tempo (Balota et al., 1998; D’Andréa et al., 2002; Mendes et al., 2003),
bem como no cultivo organico de M. domestica em relacdo ao seu cultivo
convencional (Glover et al., 2000). Assim, a diversidade e abundancia de
microrganismos decompositores, juntamente com a auséncia de perturbacdes
decorrentes de atividade antrépica, tornam possivel a existéncia de maiores

quantidades de biomassa microbiana, indicando o maior equilibrio da microbiota
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do solo nesse ambiente. Em sistemas agroecolégicos complexos, interacbes
positivas entre biota do solo podem promover melhorias na estrutura e fertilidade
do mesmo, resultando em um ambiente favoravel a processos biolégicos (Altieri,
1999; Glover et al., 2000).

Quadro 2 - Caracteristicas quimicas e granulométricas do solo, na profundidade
de 0a10cme 10 a 20 cm, em janeiro de 2006, em lavouras de café
organico, convencional e o fragmento de mata Atlantica.

Tratamento Prof. pH P K S Na Zn Fe Mn Cu B
Unidade [ T T L L L
Café convencional 0-10 4,45 251 110 24,5 242 11 40,7 66,6 0,98 0,36
Erro padrao médio 0,06 1,92 2,63 352 0,63 1,2 1,46 2,66 0,06 0,02
Café convencional 10-20 4,38 8,95 90,2 42 20,5 578 45 652 0,66 0,36
Erro padrao médio 0,09 2,33 354 654 065 128 1,26 455 0,11 0,04
Mata Atlantica 0-10 5,98 29 90,5 8 25 45 15,8 953 0,22 0,47
Erro padrao médio 0,10 04 6,36 091 1,87 0,9 5,77 16,3 0,02 0,02
Mata Atlantica 10-20 5,65 1,78 642 825 20 23 39,5 59,9 0,33 0,37
Erro padrao médio 0,26 0,1 519 0,75 1,9 0,38 109 104 0,02 0,02
Café orgéanico 0-10 6,73 39,1 156 6,5 38,2 3,88 20,2 151 0,43 0,35
Erro padrao médio 0,19 11,4 469 087 18 025 159 35 0,07 0,02
Café organico 10-20 6,65 10,4 83,8 10,2 225 265 33,5 101 0,44 0,29
Erro padrao médio 0,24 3,13 71 111 144 0419 281 13,7 0,08 0,01
Tratamento Prof. Ca Mg Al H+Al SB CTC V Areia Silte Argila
Unidade CM cveeeeeeieee cmoledm™..ccieeiiiiiiiiies e % errereeneeeen
Café convencional 0-10 1,21 0,22 057 355 1,81 536 34 665 45 29
Erro padrao médio 0,07 0,02 0,07 024 0,09 021 235 087 087 0
Café convencional 10-20 1,18 0,19 049 268 1,69 4,37 38,7 652 525 295
Erro padrao médio 0,12 0,01 0,08 0,14 0,13 0,16 2,64 1,38 1,18 0,96
Mata Atlantica 0-10 4,97 1,04 0,01 159 6,36 794 784 735 525 212
Erro padrao médio 1,05 0,09 0,01 0,41 1,14 1,05 444 166 0,63 1,03
Mata Atlantica 10-20 2,62 0,69 0,05 1,6 3,56 5,16 67,1 68 7 25
Erro padrao médio 06 0,05 0,04 0,18 0,65 048 6,96 129 041 1,22
Café organico 0-10 44 094 0 1,14 591 7,04 836 61,8 12,8 255
Erro padrao médio 0,37 0,06 0 0,08 045 0,37 2,05 2,17 1,11 1,71
Café organico 10-20 3,55 0,51 0 1,06 438 544 80 61 12 27
Erro padrao médio 0,39 0,03 0 0,13 041 0,29 337 1,9 091 1,73

SB = soma de bases, CTC = capacidade de troca catiénica, a pH 7 e V = indice
de saturacao de bases.



89

O quociente microbiano do carbono foi 34,1% maior no solo da mata e
15,9% maior no solo cultivado com café organico, em relagédo ao solo cultivado
com café convencional (Quadro 1). De maneira mais expressiva, 0 quociente
microbiano do nitrogénio foi 192,6% maior no solo do café organico e 134,6%
maior no solo da mata em relacdo ao solo do café convencional, corroborando
com resultados apresentados por Maluche-Baretta et al. (2007). Possivelmente,
maior valor de quociente microbiano do nitrogénio no solo sob café organico esta
associado ao uso de matéria organica rica em nitrogénio. O quociente microbiano
€ um indicador de qualidade de solo, no qual, maiores valores evidenciam melhor
qualidade de solo, maior eficiéncia das comunidades microbianas em utilizar o C
e N da matéria organica mineralizavel (Balota et al., 1998; Maluche-Baretta et al.,
2007).

A quantidade de NBM foi 90,3% maior na estagédo quente (Figura 1A) em
relacao ao inverno, bem como a quantidade de CBM (101,1%), época também de
maior precipitacdo (Figura 1B - novembro e dezembro), corroborando com
Theodoro et al. (2003a). Este fato pode estar relacionado com a umidade do solo,
liberacdo de exudatos radiculares e morte de células radiculares; entretanto, a
atividade microbiana nédo foi afetada (Quadro 1). Por outro lado, foi observado que
0 quociente metabdlico foi maior nas trés areas e nas duas profundidades
estudadas, no més de julho em relacdo ao més de janeiro (em média, 145,4%
maior em julho), corroborando com Maluche-Baretta et al. (2007), uma vez que no
inverno ocorrem condicbes mais desfavoraveis para a formacado da biomassa
microbiana (Anderson, 2003), como menor disponibilidade de agua e/ou baixas
temperaturas (Figura 1).

Observou-se que no solo do fragmento de mata Atlantica a concentracao
de P é menor em relagcéo as areas cultivadas (Quadro 2), uma vez que nunca foi
suprida com adubos fosfatados, aliado a solo naturalmente pobre nesse nutriente.
Entretanto, o solo com mata, apresenta 103,7 e 74,3% de CT em relacédo ao solo
cultivado com café convencional e organico, respectivamente (Quadro 1), em
decorréncia da constante renovagéo de material vegetal.

Os solos das areas cultivadas apresentaram concentracdes semelhantes
de alguns nutrientes (Quadro 2), indicando similaridade na reposicao de
nutrientes em ambas as formas de adubacdo. No caso do P, apesar de ser

fornecido na lavoura organica na forma insoluvel (rochas moidas), tornou-se
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disponivel para as plantas, com a acdo de microrganismos (Conte et al., 2002). A
disponibilidade do fésforo para as plantas pode ter sido aumentada com a adi¢do
de esterco, por meio da reducdo da capacidade maxima de adsorcdo de P,
melhorando, assim, a disponibilidade para as plantas (Souza et al., 2006).

Na area de café convencional o solo apresentou quantidades
representativas de Al trocavel e pH mais baixo (Quadro 2), o que pode estar
relacionado ao uso freqlente de adubos nitrogenados minerais, uma vez que
adubos como sulfato de amdnio e uréia acidificam o solo (Moore et al., 2000; Vitti
et al., 2002). Por outro lado, o solo da lavoura de café organico, apesar de nao ter
recebido calcario, apresentou valores elevados de pH do solo e nem Al
disponivel, corroborando com Theodoro et al. (2003b). Isso pode estar
relacionado ao uso de agrosilicio (MB4) e/ou ao uso de matéria organica com
acao alcalina (Reis e Rodella et al., 2002).

A concentragdo de nutrientes foliares do cafeeiro de ambas as formas de
cultivo apresentaram valores adequados para alguns nutrientes e insatisfatérios
para outros nutrientes, conforme normas especificas para café Conilon (Partelli et
al., 2006a), indicando que houve limitacdo nutricional na lavoura organica e
convencional da cultura. Observaram-se, também, variacées das concentracoes
foliares conforme a época do ano (Quadro 3), fato que ocorre naturalmente no
cafeeiro (Partelli et al.,, 2007). Apesar de as lavouras apresentarem limitacoes
nutricionais, a produtividade foi superior a 50 sacas ha, indicando que tanto a
adubacao convencional como a organica supre as necessidades nutricionais das

plantas, como relatado por Dadalto Junior et al. (2006).

Quadro 3 - Concentracao foliar de nutrientes do cafeeiro Conilon sob sistema de
manejo convencional e organico, em janeiro e julho de 2006.

Tratamento Epoca N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
- N (2 T mg kg .cceenn.
Café convencional janeiro 34,1 1,75 236 192 268 13 41,8 205 80,3 255 124
Erro padrao médio 0,78 0,07 0,94 0,69 0,06 0,04 1,32 0,28 565 30,5 0,1
Café convencional julho 28,4 1,18 18 189 2,38 1,35 834 19,3 86,1 207 114
Erro padrao médio 0,35 0,03 06 0,64 0,13 0,03 593 7,59 6,53 18 0,43
Café organico janeiro 28 1,81 19,8 17,1 3,13 1,23 39,1 27,2 100 69,2 11
Erro padrao médio 0,29 0,07 1,11 0,46 0,15 0,11 227 1,7 0,67 3,97 0,16
Café organico juho 27 15 26 18,8 3,1 1,68 123 47,4 69,4 117 26,2

Erro padrao médio 0,2 009 126 057 0,12 0,09 5,17 2,66 2,94 11,9 1,28
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CONCLUSOES

O carbono da biomassa microbiana foi o atributo microbiolégico do solo
que mais contribuiu para agrupar as diferentes formas de cultivo.

Os atributos microbiolégicos do solo variaram conforme a época do ano e
profundidade da camada de solo.

Do ponto de vista nutricional, os sistemas de manejo estudados (café
organico e convencional) apresentaram resposta similar.

O solo de fragmento de mata Atlantica, seguido pelo do café Conilon sob
manejo organico, apresentaram os melhores indicadores de qualidade de solo.
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3.2. CAPITULO 2: Aspectos fisioldgicos e bioquimicos em cafeeiro

CLASSES LIPIDICAS E ACIDOS GRAXOS DE CLOROPLASTOS DE Coffea
sp. SUBMETIDOS A BAIXA TEMPERATURA POSITIVA

RESUMO

Temperaturas baixas positivas afetam diversos componentes fisiolégicos
e bioguimicos das plantas. Contudo, estas possuem mecanismos de aclimatagao
que conferem tolerancia a essas condi¢des limitantes e uma melhor capacidade
de recuperacao apés o fim do estresse. Objetivou-se, com este trabalho avaliar o
impacto de baixas temperaturas positivas no aparelho fotossintético através da
analise da composicao lipidica das membranas dos cloroplastos, da perda de
folhas e das trocas gasosas foliares. O trabalho foi efetuado em dois gendétipos de
Coffea canephora (clones 02 e 153) e um de C. arabica (Catucai IPR 102). As
plantas foram colocadas em camaras de crescimento com condigdes ambientais
controladas, onde permaneceram com regime de temperatura de 25/20°C
(dia/noite), irradiancia de 700-900 pmol m?s™, concentragdo de CO, de 380 uL L’
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' 70% de umidade relativa e 12 h de fotoperiodo. As plantas foram submetidas
sucessivamente a um decréscimo gradual da temperatura (0,5°C diarios), até
13/8°C, um ciclo de 3 dias a 13/4°C e 14 dias de recuperacao na temperatura de
25/20°C . Com a imposicao das condicdes de baixas temperaturas, observou-se a
gqueda na taxa de fotossintese liquida, acompanhada de um aumento da
concentragdo interna de CO,. Assim, o decréscimo daquela deve estar associado
a problemas nao-estomaticos, nomeadamente, relacionados com o
funcionamento das membranas. O Conilon clone 02 foi o genétipo mais afetado,
apresentando maior perda de folhas e menor recuperagéao da fotossintese liquida
apds o fim das condicbes de estresse, seguido pelo clone 153, sendo Catucai o
menos afetado nesses parametros. Esse gendtipo apresentou maior grau de
insaturacdo de lipidios e maior porcentagem de acido linolénico no
fosfatidilglicerol, entre o controle e 13/8°C, sugerindo uma maior fluidez
membranar. Diferencas na quantidade e qualidade dos acidos graxos e classes
lipidicas dos cloroplastos, conjugados com a avaliagdo de queda de folhas e
trocas gasosas foliares, poderao contribuir no manejo e na escolha de gendétipos
mais adequados para areas sujeitas a periodos de baixas temperaturas, podendo
constituir importantes ferramentas em programas de melhoramento de Coffea sp.

CHLOROPLAST LIPID CLASSES AND FATTY ACID COMPOSITION OF Coffea
sp. SUBMITTED TO LOW POSITIVE TEMPERATURE

ABSTRACT

Low positive temperatures affect several plant physiological and

biochemical components. However, the plants present acclimation mechanisms
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that confer tolerance to such limiting conditions and better recovery ability after the
exposure to stress. The main objective of the present work was to evaluate the
impact of low positive temperatures (chilling) in the photosynthetic machinery,
through the analysis of the lipid composition of chloroplast membranes, of leaf loss
and of leaf gas exchange. The work was carried out using two genotypes of
Coffea canephora (clones 02 and 153) and one of C. arabica (Catucai IPR 102).
The plants were placed in growth chambers under environmental controlled
conditions, with temperature 25/20°C (day/night), irradiance of 700-900 pmol m*?s
', 380 pL de CO; L', 70% relative humidity and a photoperiod of 12 h and for
about 10 days. The plants were then submitted successively to 1) a gradual
temperature decrease (0.5°C per day) to 13/8°C, 2) a 3 day chilling cycle (3 x
13/4°C) and to 3) a recovery period of 14 days in 25/20°C. With cold imposition a
decrease in the net photosynthetic rate was observed, accompanied by an
increase in the internal CO, concentration. In this way, such decrease will be
associated to non-stomatal problems, namely with those related to membranes
functioning. Conilon clone 02 was the most affected genotype, showing the higher
value of leaf loss and the lowest photosynthetic recovery after the stress
imposition, followed by clone 153, being Catucai less affected as regards these
parameters. This genotype presented higher lipid unsaturation and higher
percentage of linolenic acid in phosphatidilglycerol between control and 13/8°C,
suggesting a higher membrane fluidity. Qualitative and quantitative differences of
chloroplast fatty acids and lipid classes, together with the evaluation of leaf shed
and gas exchanges would contribute for the management and selection of
adequate genotypes to areas prone to cold occurrence, thus constituting important
tools in breeding programs of Coffea sp.
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INTRODUCAO

O género Coffea é representado por pelo menos 103 espécies,
destacando-se comercialmente C. arabica e C. canephora (Davis et al., 2006). A
producdo mundial de café nos ultimos anos tem sido superior a 110 milhdes de
sacas, produzido principalmente nos paises considerados em desenvolvimento
(ICO, 2008). O Brasil € o maior produtor e exportador mundial de café, cultura que
gera divisas, postos de trabalho e promove o desenvolvimento onde este é
produzido ou processado. Na safra de 2006/2007, a producao brasileira de C.
arabica foi de 33 milhdes de sacas e a de C. canephora de 9,5 milhdes, numa
area de 2,15 milhdes de hectares com 5,67 bilhdes de cafeeiros (Conab, 2007).
Em 2007 foram exportados pelo Brasil 28 milhées de sacas, 0 que equivale a 65%
da producdo nacional e, aproximadamente, 29% das exportagcdes mundiais do
produto (ICO, 2008).

Na maioria das plantas, a submissdo a temperaturas baixas positivas
afetam diversos componentes do processo fotossintético, reduzindo a
condutancia estomatica, a fotossintese liquida, a eficiéncia fotoquimica do
fotossistema I, o transporte tilacéidal de elétrons, a atividade enzimatica,a fixagao
do carbono, alterando, ainda, a composicdo e a estrutura dos complexos de
pigmentos fotossintéticos (Allen e Ort, 2001; Strauss et al., 2007; Hund et al.,
2008; Suzuki et al., 2008; Zhu et al., 2008), bem como a composi¢ao lipidica das
membranas dos cloroplastos (Campos et al.,, 2003; Bohn et al., 2007). Esses
efeitos também foram observados no género Coffea, com intensidades distintas
entre diferentes espécies (Oliveira et al., 2002; Campos et al., 2003; Ramalho et
al., 2003; Silva et al., 2004), refletindo caracteristicas morfo-fisiol6gicas distintas.

O cafeeiro, quando cultivado em latitudes superiores a 152 S, apresenta
um decréscimo acentuado na taxa de crescimento no inverno (Barros e Maestri,
1974; Bauer et al., 1990; Barros et al., 1997; Mota et al., 1997; Libardi et al.,
1998;; Amaral et al., 2006; Nazareno et al., 2003; Silva et al., 2004). Contudo, os
cafeeiros possuem mecanismos de aclimatacdo que passam, nomeadamente, por
alteracdes quantitativas e qualitativas dos lipidios de membranas e pelo aumento
da capacidade de dissipacdo do excesso de energia, que conferem uma maior
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tolerdncia a baixas temperaturas e uma melhor recuperagdo ap6s o fim do
estresse (Oliveira et al., 2002; Campos et al., 2003; Ramalho et al., 2003).

As membranas celulares sdo estruturas dindmicas formadas
essencialmente por lipidios e proteinas e constituem o suporte para inimeras
reacdes biofisicas e bioquimicas, destacando-se a regulacéo e transporte de ions
e a atividade de inumeras enzimas. Estas barreiras seletivas permeaveis,
proporcionam o desencadear de muitas respostas bioldgicas. Contudo, as
membranas s&o consideradas um dos principais alvos de estresses ambientais e,
portanto, constituem papel fundamental na adaptacdo a condicbes adversas,
inclusive a baixas temperaturas (Routaboul et al., 2000).

Alguns gendtipos de Coffea sp., quando submetidos a baixas
temperaturas, podem desencadear um aumento na proporcao de acidos graxos
insaturados, tais como o acido linolénico (C18:3), principalmente no inicio da
aclimatagédo (Campos et al., 2003). Esta alteracdo favorece a fluidez membranar,
pois as duplas ligacdes cis nas cadeias destes acidos graxos induzem a formacéao
de curvaturas que aumentam a flexibilidade dessas cadeias, garantindo adequada
atividade fotossintética (Xin e Browse, 2000). Contudo, os &cidos graxos
insaturados, mais abundantes nos galactolipidios sdo também o substrato
preferencial de peroxidases e enzimas hidroliticas (Sahsah et al. 1998; Campos et
al., 2003; Kaniuga, 2007). Estas ligacdes duplas constituem alvos preferenciais
para processos degradativos (Ferrari-lliou et al., 1992; Campos e Pham-Thi, 1995;
Smirnoff, 1995), incluindo, provavelmente, a agdo de espécies reativas de
oxigénio, como sugerido por Ramalho et al. (1998) para C. arabica cv. Catuai
submetido a condicdes de alta irradiancia.

Mudancas da fase fluida-cristalina dos lipidios para sélida-gel podem
ocorrer em temperaturas que variam de 10 a 15°C nas espécies tropicais
(Harwood, 1997). Isto implicara que a estrutura em bicamada lipidicas das
membranas se torne menos flexivel, o que dificulta o0 movimento das proteinas e
favorece a agdo de enzimas hidroliticas, podendo resultar em abertura de fendas
e perda de solutos, impedindo a aclimatagdo e comprometendo a integridade da
célula (Wismer et al., 1998), levando-a até a morte. Por conseguinte, alteracoes
da composicdo de acidos graxos, bem como das classes lipidicas, das
membranas tém carater adaptativo das plantas ao estresse (Ramalho et al., 1998;
Campos et al., 1999; Routaboul et al., 2000; Campos et al., 2003), podendo
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conferir viabilidade de cultivo de espécies e/ou gendtipos em regides
potencialmente menos adequadas.

Recentemente, o cultivo de café Conilon em areas de maior altitude (com
temperatura amena) tem aumentado. Agricultores e pesquisadores acreditam que
o cultivo de C. canephora cv. Conilon pode ser mais uma alternativa viavel nestas
condi¢cbes, uma vez que geralmente apresenta maior tolerancia a condi¢des de
estresse bibtico e abibtico, apesar de ser mais susceptivel a baixas temperaturas
em comparacao a C. arabica (DaMatta et al., 1997; Ramalho et al., 2003).

A compreensao dos mecanismos fisioldégicos e bioquimicos de resposta a
baixa temperatura em C. arabica e C. canephora pode auxiliar no manejo e no
processo de selecdo de gendtipos com maior grau de tolerancia. Assim, objetivou-
se neste trabalho, avaliar o impacto de baixas temperaturas positivas no aparelho
fotossintético, através da andlise da composicao lipidica das membranas dos
cloroplastos, da perda de area foliar (por senescéncia e/ou necrose das folhas) e
da afetacdo das trocas gasosas foliares, em trés genétipos de Coffea sp.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Implementacao dos Estudos

Foram utilizados plantas de Coffea canephora cv. Conilon, clone 02 (de
maturacao precoce) e clone 153 (de maturacéo tardia) (Braganca et al., 2001) e
C. arabica cv. Catucai IPR 102 (Sera et al., 2007), com, aproximadamente, 12
meses de idade, desenvolvidas em vasos contendo 3 L de substrato, em casa de
vegetacdo no Centro de Ecofisiologia, Bioquimica e Biotecnologia Vegetal, do
Instituto de Investigacao Tropical, em Oeiras, Portugal.

As plantas desenvolveram-se durante cerca de 1 ano em estufa, tendo
entdo sido transferidas para camaras de crescimento (tipo walkin, Fitoclima 10000
EHHF, ARALAB, Portugal). Essas permaneceram com irradiancia de 700-900

umol m? s, proporcionada por uma combinacdo otimizada de lampadas
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fluorescentes de alta freqiéncia, de vapor de sédio e de halogénio (Ramalho et
al., 2002), concentracdo ambiente de CO, (cerca de 380 uL de CO, L"), umidade
relativa de 70%, fotoperiodo de 12 h e temperatura de 25/20°C (dia/noite), durante
15-20 dias para aclimatagcdo a estas condicdes consideradas de controle. As
plantas foram entdo submetidas a um decréscimo gradual da temperatura (0,5°C
diarios) desde 25/20°C até 13/8°C, durante 24 dias, para permitir a expressao
gradual do potencial de aclimatacio a baixas temperaturas. Seguidamente, foram
submetidas a 3 ciclos consecutivos de 4°C durante a noite e as 4 primeiras horas
do dia seguinte, permanecendo a 13°C durante o restante do dia (3 x 13/4°C),
apds o que a temperatura subiu de novo, para 20/15°C no 1° dia e 25/20°C nos
seguintes, acompanhando-se a recuperacao das plantas durante 14 dias.

Todas as analises (ndo destrutivas e destrutivas) foram realizadas em
folhas recém maduras em pelo menos seis ocasides distintas: 25/20°C (controle),
18/13°C (meio do periodo de aclimatagdo), 13/8°C (final do periodo de
aclimatacao), 3 x 13/4°C (ap6s os trés ciclos de baixa temperatura positiva) e
durante o periodo de recuperacao a 25/20°C (7 e 14 dias apds os ciclos de
temperaturas minimas). As analises ndo destrutivas de trocas gasosas foliares e
contagem de folhas foram ainda realizadas nas temperaturas de 21/16°C, durante
o periodo de aclimatagdo e a 25/20°C nos dias 1, 3 e 10 do periodo de
recuperacao.

A coleta das folhas para as analises destrutivas foi efetuada apés 2-2:30 h
de iluminacao (por volta das 9:30-10:00 h). Colheram-se folhas de 6-8 plantas de
cada genotipo, formando amostras compostas que foram utilizadas em varias
determinacdes efetuadas de imediato (em material fresco) ou, posteriormente,
sendo no ultimo caso, congeladas em N liquido e guardadas a -80°C.

Avaliacao visual do impacto da temperatura nas folhas

Fez-se a contagem do numero de folhas (com mais de 50% de tecido
vivo) em 8-10 plantas por genétipo, sendo separadas por estagio de
desenvolvimento (folhas maduras e novas). Pela diferengca do numero de folhas
presentes no inicio das avaliagbes, com o0s demais periodos avaliados,

determinou-se a porcentagem de folhas presentes em cada periodo.
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Trocas gasosas foliares

As taxas de assimilagao liquida de CO. (A), de condutancia estomatica ao
vapor de agua (gs) € de evapotranspiracdo (E), assim como a concentracdo
interna de CO, (C)), foram medidas utilizando um analisador portatil de gas por
infravermelho (IRGA), de sistema aberto (CIRAS 1, PP Systems, Inglaterra), sob
irradiancia de, aproximadamente, 700-800 pmol m?s™ e cerca de 380 pL de CO;
L. Para cada dia de avaliagdo, ao longo do ensaio, foram feitas medices em 5
plantas por genétipo em cada hora (9:00, 11:00, 13:00, 15:00 e 17:00 h),
totalizando 25 medi¢des diarias.

Os valores de A, gs, E e C; foram analisados através da sua variacado
percentual (relativamente ao seu respectivo controle) por forma a facilitar a

comparagio entre genotipos.

Quantificacao de lipidios das membranas dos cloroplastos

Colheram-se 3 g de material foliar, que foram imediatamente macerados
em 25 mL de tampao MES 50 mM (pH 6,4), contendo 0,4 M D-sorbitol, 10 mM
NaCl, 5 mM MgCl,;, 2 mM EDTA, 1 mM MnCl,, 0,4% (p/v) BSA e 2 mM Na-
ascorbato, num almofariz previamente esfriado. O homogenato foi filtrado com
gaze (8 camadas) e centrifugado (5000 g, 5 min, 4°C), descartando-se 0
sobrenadante e ressuspendendo o depésito (contendo as membranas
cloroplastidicas) em 9 mL de uma solugdo cloroférmio/metanol/agua (1:1:1, v/v/v)
(Allen et al., 1966). Desse volume, uma aliquota de 100 pL foi utilizada para a
determinacao espectrofotométrica das clorofilas e carotendides totais
(Lichtenthaler, 1987) e o restante foi centrifugado (4500 g, 10 min, 4°C). Com uma
pipeta de Pasteur foi depois recolhida a fase inferior (contendo os lipidios
cloroplastidiais), que foi evaporada sob fluxo de nitrogénio. O residuo seco foi
resuspendido em 0,5 mL de solucdo de etanol/tolueno (1:4, v/v) e guardado a -
20°C para posterior analise.

Para a andlise de acidos graxos totais, retiraram-se aliquotas de 50 pL,
que foram acondicionadas em tubos e saponificadas com 4 mL de uma solugéo
de 0,5 M NaOH, em metanol, sendo colocadas em "banho maria" a 65°C, durante
15 min e posteriormente arrefecidas, parando a reag¢do. Antes da metilagdo, foram
adicionados 50 pg por amostra de acido heptadecanoico (C17:0) como padréao
interno, para as determinacfes quantitativas de acidos graxos. Para efetuar a
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metilagédo, adicionaram-se 2 mL de metanol-BF3 (complexo de trifluoreto de boro-
metanol). Depois de agitada a mistura os tubos foram colocados em "banho
maria" a 65°C por 15 min e arrefecidos (Metcalfe et al., 1966). Os ésteres
metilicos de acidos graxos foram extraidos em pentano (10 mL de pentano e 2 mL
de agua). Apos agitacdo da mistura, e uma pausa para permitir a decantagao da
mesma (aproximadamente 60 min), recolheu-se a fase superior com uma pipeta
de Pasteur. Depois de evaporado o pentano sob fluxo de nitrogénio, cada amostra
foi resuspendida em 300 uL de etanol:tuoleno (1:4, v/v) sob atmosfera de
nitrogénio, acondicionada num pequeno tubo e colocada a -20°C.

Antes da analise por cromatografia gas-liquido, as amostras foram
evaporadas a secura, sendo depois resuspendidas em hexano (cerca de 50-100
ML). Para analisar os acidos graxos um volume de, aproximadamente, 0,4 L foi
injetado no cromatégrafo gasoso UNICAM 610 (Unicam, Inglaterra) equipado com
um detector de ionizacdo de chama. Os ésteres metilicos de acidos graxos foram
separados numa coluna capilar de silica fundida DB-Wax (J & W Scientific,
Estados Unidos). A temperatura da coluna subiu de 80 a 200°C numa taxa de
12°C min™', apés 2 min & temperatura inicial. Temperaturas de injetor e detector
foram 200 e 250°C, respectivamente. O hidrogénio com fluxo de 1 mL min™ (razéo
de mistura de 1:100) serviu como gas de transporte.

Por sua vez, para separacao das classes lipidicas, foram evaporados com
fluxo de nitrogénio gasoso 150 pL da solugdo guardada a -20°C em
etanol:tolueno. Adicionaram-se 200 uL de cloroférmio no tubo para ressuspender
os lipidios cloroplastidiais e procedeu-se a sua deposicao numa placa de silica gel
G 60 (Merck) por meio de capilares de vidro. O tubo foi lavado com mais 100 uL
de cloroférmio para permitir a recolha de todos os residuos. Foram depositadas
duas amostras por placa, em linha, na base da placa. Depois de a solucao secar
(5 a 10 min), as placas foram introduzidas nas tinas de cromatografia, contendo
uma solucao de cloroférmio:acetona:metanol:acido acético:agua (50:20:10:10:5,
v/v) como fase mével, conforme Lepage (1967) e Campos et al. (2003), ocorrendo
a subida das amostras durante aproximadamente 115 min. As placas foram entao
transferidas para outra tina contendo uma mistura de éter de petroleo:éter
dietilico:acido acético (70:30:0,4, v/v) durante cerca de 1 h (Mangold, 1961).
Terminada a eluicdo, as placas foram retiradas das tinas e deixadas por alguns

minutos a secar. Depois de pulverizadas com primulina (0,01% em acetona a
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80%), as placas foram observadas a luz ultravioleta, marcando-se com grafite as
manchas fluorescentes correspondentes as diferentes classes lipidicas, sendo as
mesmas raspadas com uma espatula e acondicionadas em tubos. Estas foram
saponificadas, metiladas e analisadas por cromatografia gas-liquido como ja
descrito para a determinacdo de acidos graxos totais, de modo a efetuar uma
analise da composicao dos acidos graxos de cada classe lipidica.

Finalmente, os ésteres metilicos de acidos graxos e classes lipidicas
foram identificados por comparacao com padrdes conhecidos (Sigma). O valor
para os acidos graxos totais corresponde a soma dos acidos graxos individuais,
enquanto o indice de saturacdo, DBI = [(% monoenes + 2 X % dienes + 3 X %

trienes) / (4cidos graxos saturados)], foi calculado conforme Mazliak (1983).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia num esquema fatorial
(gendtipo vs. temperatura, incluindo o periodo de recuperacdo) (P = 0,05).
Utilizou-se o teste Tukey para comparacao entre as médias, para um nivel de
confianca de 95%.

RESULTADOS

Presenca de folhas e avalia¢cGes visuais

Até ao fim do periodo de aclimatagdo (13/8°C) nao foram observados
efeitos significativos da descida gradual de temperatura. Contudo, imediatamente
apos o inicio dos ciclos de baixas temperaturas com 4°C, observou-se queda de
folhas, sendo maior nas folhas maduras do que nas folhas jovens, em qualquer
dos gendtipos (Fig. 1A,B). No 12 dia apds o ciclo de submissao, a 4°C, as folhas
maduras em Catucai IPR 102 e Conilon clone 153 apresentaram queda
significativa, o0 mesmo nao sucedendo no clone 02, que apresentou a menor

porcentagem de queda de folhas. Contudo, os efeitos pds-estresse mostraram-se
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mais acentuados neste genotipo a partir do 7° dia de recuperacao, permanecendo
apenas 8,7% das folhas no final das avaliagdes, em comparacdo a porcentagem
inicial. No fim do experimento, todos os genétipos apresentaram um decréscimo
significativo do numero de folhas maduras em relagdo aos seus respectivos
controles. Contudo, apds o 3° dia de recuperacdo, observou-se uma tendéncia
consistente de manutencdo do numero de folhas maduras em Catucai IPR 102 e
clone 153, mantendo o primeiro um numero de folhas maduras superiores ao
segundo (significativo no 3° e 10° dia) e ambos superiores ao clone 02 (Fig. 1A).

Nota-se que nos 12 e 3° dias de recuperacdo, a queda de folhas nos
gendtipos de Conilon foi, principalmente, de folhas maduras com auséncia de
necrose e visualmente com bom aspecto, contudo, apresentaram ruptura ao nivel
da base do peciolo, desprendendo-se facilmente dos ramos. Posteriormente ao 3°
dia de recuperacgao, esta forma de queda de folhas diminuiu, passando a ser
caracterizada (principalmente no clone 02) pelo murchamento das folhas e morte
de algumas plantas.

No que refere as folhas jovens, Catucai registrou uma queda nao-
significativa apo6s o tratamento de 4°C, permanecendo com porcentagem igual ou
superior a 83% das folhas, em comparagao ao inicio do experimento e mostrando
uma certa tendéncia para recuperar aos 14 dias de recuperacao. Por sua vez, o
clone 153 mostrou um forte impacto do tratamento de baixa temperatura, com
acentuada queda de folhas jovens até o 7° de recuperacdo. No entanto, apés o 7°
dia de recuperagdo, mostrou capacidade para desenvolver novas folhas,
recuperando de 38,6% para 62,2% entre o 7° e 0 14° dia de recuperagao. Tal
como para as folhas maduras, o clone 02 também foi o mais afetado em relacdo a
perda de folhas em inicio de desenvolvimento. Apesar de apresentar uma perda
mais lenta de folhas que o clone 153 até ao 3° dia de recuperacao, acabou por
atingir um valor minimo de apenas 24,1% no 10° dia de recuperacdo, nao
revelando até, o 14° dia, capacidade de recuperagéao (Fig. 1B).

As lesodes nas folhas novas nos 3 gendétipos tornaram-se mais visiveis no
fim do ciclo de baixas temperaturas e, no 12 dia de recuperacao, caracterizando-
se, principalmente, por apresentar lesdes nas bordas foliares e nas pontas do
limbo foliar, vindo, posteriormente, parte destas a senescer. No genétipo de
Catucai, as folhas necrosadas (parcial ou total) foram as que apresentaram

queda.
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Avaliacao da porcentagem de folhas maduras (A) e novas (B) presentes
nos gendtipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodo de recuperagao
(Rec) a 25/20°C até 14 dias. Cada valor médio € proveniente de 7 a 14
repeticées. As barras representam o erro padrao da média.

Nota: DMS = Diferenga minima significativa. CV = Coeficiente de
variacao.
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Trocas gasosas

De um modo geral, as taxas de fotossintese liquida (A), de condutancia
estomatica (gs) € de evapotranspiracao (E), tal como a concentracdo interna de
CO, (C) apresentaram variagcbes com a exposicdo das plantas a baixas
temperaturas, observando-se decréscimos em A, gs e E e aumento de C; nos trés
gendtipos (Fig. 2A,D). Apds o fim da exposicao a baixas temperaturas, observou-
se uma recuperacao gradual dos varios parametros, que foi diferente entre os
genotipos em estudo.

O valor de A foi aquele que mais rapidamente mostrou queda. De fato, em
temperatura pouco abaixo do controle (21/16°C), ja foi possivel observar um
decréscimo neste parametro, que a 18/13°C foi reduzido para 29,2, 29,8 e 48%,
respectivamente, para Catucai, clone 02 e clone 153 em relacao aos respectivos
controles. Ao ser atingida a temperatura de 13/8°C os valores observados foram
inferiores a 13,2%, nao diferindo significativamente entre os gendtipos. Contudo,
os valores mais baixos foram obtidos apds a exposicao a 4°C e durante o 1° dia
de recuperacdo, quando se registraram apenas valores negativos de A, mesmo
quando a temperatura ja havia subido para 20/18°C.

Apenas com 3 dias de recuperacao observou-se aumento significativo de
A, que ainda assim nao ultrapassou 28% do valor dos respectivos controles.
Contudo, a partir do 7° dia de recuperacdo foram observadas diferencas
significativas entre gendétipos relativamente a recuperagcéo de A. Nesta altura, o
gendtipo Catucai apresentou 82,3% relativamente ao seu controle, continuando a
recuperar até ao valor de 99,4% no término das avaliacoes. Apesar de o Conilon
clone 153 nao apresentar recuperacao plena da fotossintese liquida, essa foi de
58,8% no 7° dia de recuperacao e de 75,2% no fim do experimento, enquanto o
clone 02 apresentou apenas 51,7% de recuperacdo depois de 14 dias de
recuperacao, sendo, assim, o gendtipo mais afetado pelas baixas temperaturas
(Fig. 2A).

O padrao de variagdo de gs e E foi semelhante (Fig. 2B,D). Ambos os
parametros e C; mostraram respostas semelhantes nos 3 gendtipos com o
decorrer da queda da temperatura e nos dias de recuperacdo. Contudo, com a
implementacédo das baixas temperaturas, C; aumentou significativamente a partir
de 21/16°C para os genétipos de Conilon e de 13/8°C para Catucai, mantendo-se
essa significancia até ao fim do experimento, apesar de alguma recuperacao ter
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sido observada apds o fim do estresse severo (3 x 13/4°C). Dos 3 gendtipos,
Catucai apresentou sempre valores mais préximos do controle, nomeadamente
no fim do experimento. Esse gendtipo apresentou a queda mais acentuada de gs
e A nas temperaturas de 21/16°C e 18/13°C em comparacao aos clones de
Conilon, mas apresentou também as melhores recuperagcbées nos varios
parametros de trocas gasosas foliares estudados ap6s o fim dos ciclos de 4°C. Os
valores de gs € E depois do 10° dia apresentaram recuperacao nos trés genaotipos,
atingindo, inclusive, valores superiores aos iniciais em Catucai e clone 153, porém
a C, manteve-se com valores superiores aos registrados no controle (Fig. 2B,C).
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Figura 2. Taxas de fotossintese liquida - A (A) e de condutancia estomatica - gs
(B), da concentracao interna de CO, - C; (C) e da taxa de
evapotranspiracao - E (D), nos gendétipos de Coffea sp. submetidos a
decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24
dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodo
de recuperagdao (Rec) a 25/20°C até 14 dias. Cada valor médio é
proveniente de 25 repeticbes e os dados estdo apresentados em
porcentagem em comparagao ao controle. As barras representam o
erro padrao da média.

Composicao de acidos graxos e classes lipidicas

Na condicdo de controle e na temperatura de 18/13°C a quantidade de
acidos graxos totais (AGT) foi semelhante nos 3 genétipos, todavia o clone 153
apresentou os maiores aumentos (significativos) a 18/13°C e 13/8°C e os maiores
valores absolutos a 13/8°C e aos 7 dias de recuperagao. Catucai IPR 102 nao
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apresentou variacdes significativas ao longo do periodo experimental, enquanto o
clone 02 apresentou valor inferior ao seu controle apenas aos 14 dias de

recuperacao (Fig. 3).
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Figura 3. Avaliacdo da variacao percentual de acidos graxos totais (AGT) nas
membranas cloroplastidiais de folhas, nos genétipos de Coffea sp.
submetidos a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até 13/8°C),
durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e
posterior periodo de recuperacao (Rec) a 25/20°C até 14 dias. Cada
valor médio é proveniente de 3 repeticdes. As barras representam o

erro padrao da média.
Nota: DMS = Diferenga minima significativa e CV = Coeficiente de

variacao.

No que respeita a composicao porcentual de acidos graxos, o contetdo
do &cido trans-hexadecendico (C16:1f), caracteristico do cloroplasto, foi igual
entre os gendtipos e entre os periodos estudados (Quadro 1), apesar de algumas
variagdes, principalmente no Clone 02.

A quantidade de acido linolénico (C18:3), que é o acido mais insaturado e,
também, o mais abundante nas membranas dos cloroplastos (com valores entre
48 e 65% do total), ndo variou entre os gendtipos em cada temperatura analisada,
mas mostrou algumas variacoes significativas em Catucai, e no clone 153, apesar
de se observar uma tendéncia para decrescer durante o periodo de recuperacao
no clone 02. Em contrapartida, o clone 153 apresentou um decréscimo porcentual
de C18:3 apenas na temperatura de 13/8°C. Contudo, tal decréscimo nao indicara

menor quantidade deste acido graxo, jA que coincide com o maximo de AGT
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neste gendtipo (Fig. 3). Ja Catucai IPR 102 apresentou tendéncia de aumento no
inicio de queda de temperatura (18/13°C), mas apresentou valores estaveis
durante todo o experimento, exceto aos 14 dias de recuperacdo, seguindo uma
tendéncia semelhante ao observado para os AGT.

Quadro 1. Avaliacdo da variagdo percentual da composicdo de acidos graxos e
grau de insaturagao (DBI) dos lipidios das membranas cloroplastidiais
de folhas nos genoétipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo
gradual de temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos
de temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodo de
recuperacdo (Rec) a 25/20°C até 14 dias. Cada valor médio é
proveniente de 3 repeti¢des.

- Genétipo Temperaturas e dias de recuperacao

- - 25/20°C 18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
C16:0 (%) Catucai 16,90Aab  12,3Ab 22,49Bab  22,12Aab  25,93Aa 23,60Aa
CV: 18,86 Clone 02 17,39Aa 18,58Aa 23,93ABa  23,04Aa 26,03Aa 27,54Aa
- Clone 153  16,82Abc  14,95Ac 31,52Aa 25,72Aab  23,09Aabc  24,77Aabc
C16:1t (%) Catucai 11,26Aa 9,44Aa 10,43Aa 11,35Aa 12,45Aa 12,08Aa
CV: 20,94 Clone 02 8,33Aa 10,47Aa 7,94Aa 11,39Aa 13,08Aa 10,17Aa
- Clone 153 12,81Aa 13,48Aa 11,46Aa 9,51Aa 11,82Aa 11,21Aa
C18:1 (%) Catucai 1,38Bab 1,32Bab 0,81Bb 1,87Aa 1,90Aa 1,43Bab
CV: 16,52 Clone 02 1,66Ba 1,62ABa 2,13Aa 1,81Aa 0,64Bb 0,72Cb

- Clone 153  2,44Aa 2,03Aa 1,24Bb 2,16Aa 2,43Aa 2,44Aa
C18:2 (%) Catucai 13,23Ba 11,82Aab  12,03Aab  6,52Bc 5,15Bc 9,66Bb
CV: 11,12 Clone 02 15,97Aa 12,46Ab 10,39Abc  8,29ABc 10,65Abc 13,19Aab
- Clone 153  10,68Ca 9,38Bab 7,63Bb 9,44Bab 10,54Aa 10,67Ba
C18:3 (%) Catucai 57,22Aab  65,12Aa 54,24Aab  58,14Aab  54,56Aab 53,22Ab
CV: 8,31 Clone 02 56,65Aa 56,87Aa 55,62Aa 55,48Aa 49,60Aa 48,38Aa
- Clone 153 57,25Aab  60,16Aa 48,15Ab 53,18Aab  52,12Aab 50,91Aab
DBI (%) Catucai 12,74Ab 18,88Aa 9,10Ab 9,37Ab 9,05Ab 8,36Ab
CV:22,14 Clone 02 12,42Aa 11,49Bab  8,27Aab 8,52Aab 7,06Aab 6,64Ab

- Clone 153  13,24Aab  14,44Ba 5,47Ac 7,40Ac 8,30Abc 7,58Ac

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna (comparagdo entre
genoétipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperagao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variagao.

Nota: C16:0 = acido palmitico; C16:1t = acido trans-hexadecendico ; C18:1 =
acido oleico; C18:2 = acido linoléico e C18:3 = acido linolénico.

A concentracdo do &cido linoléico (18:2) manteve-se inalterada no
Catucai até a temperatura de 13/8°C, sofrendo uma queda acentuada apds a
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exposicao aos ciclos de temperaturas mais baixas (3 x 13/4°C), havendo, assim,
uma diminuicdo da insaturacdo dos lipidios membranares. Ja o clone 02
apresentou queda gradual com a exposi¢cdo a baixas temperaturas, que se
mostrou significativa a partir da temperatura de 18/13°C. Contudo, durante o
periodo de recuperacao, os valores subiram, ndo diferindo do seu controle no fim
do experimento. Por outro lado, o Conilon clone 153 apresentou valores
significativamente inferiores aos encontrados no controle apenas na temperatura
de 13/8°C, mantendo valores estaveis durante o resto do experimento.

No que diz respeito ao acido palmitico (C16:0), o mais saturado de todos
0s 4acidos graxos detectados, foram observadas as maiores diferencas
porcentuais, com aumentos significativos nos 3 gendétipos estudados, levando
assim, a um aumento do nivel de saturacao dos lipidios membranares durante a
exposicdo a baixas temperaturas positivas. Em Catucai, observou-se uma
tendéncia para aumento da porcentagem de C16:0 com a exposicao a 13/8°C e 3
x 13/4°C, que se prolongou pelo periodo de recuperacado. O clone 02 mostrou
uma tendéncia semelhante ao observado no IPR 102, com aumento gradual
durante a exposicao de baixas temperaturas e durante o periodo de recuperacao.
No clone 153 o aumento com a exposi¢cao as baixas temperaturas foi também
observado, tendo duplicado o valor a 13/8°C, onde atingiu o valor maximo
(significativamente superior ao observado em Catucai). Apds esta temperatura, o
valor de C16:0 decresceu, mas manteve-se sempre superior ao controle.

Assim, tendo em conta as alterac6es na porcentagem dos acidos graxos
individuais, o grau de insaturacdo dos &acidos graxos (DBI) sofreu alguma
variacdo. Na temperatura de 18/13°C foi maior no Catucai em relagdo aos clones
de Conilon, que resultou do aumento de C18:3 e algum decréscimo dos acidos
graxos mais saturados. Contudo, a 13/8°C mostrou ja um valor significativamente
inferior ao controle (devido ao aumento de C16:0), que se manteve estavel
durante o resto do experimento. No clone 02 observou-se um decréscimo
continuo do DBI ao longo do periodo experimental. J&4 o clone 153 apresenta uma
abrupta descida do valor de DBI a 13/8°C, devido, principalmente, a subida de
C16:0 e descida de C18:3 observada nesta temperatura. No resto do experimento
os valores mantiveram-se inferiores ao respectivo controle, mas proximos dos

observados nos gendtipos restantes (Quadro 1). De um modo geral, os 3
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genodtipos mostraram reducdes (nem sempre significativas) do DBI desde 13/8°C
até ao fim do experimento.

No que respeita as classes lipidicas, os galactolipidios agregam as 2
classes com maior representacdo nas membranas dos cloroplastos, o
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e o digalactosildiacilglicerol (DGDG), que
somados, representam, aproximadamente, entre 75 e 85% do total. MGDG e
DGDG mostraram alteracbes com a exposicdo a baixas temperaturas,
observando-se uma tendéncia de aumento dos galactolipidios na temperatura de
18/13°C nos trés gendtipos. Contudo, apds essa temperatura, Catucai mostra um
decréscimo de MGDG e DGDG, que se verificam, ainda, ao fim de 14 dias de
recuperacao (significativo apenas no MGDG). O clone 02 mostra uma tendéncia
semelhante ao Catucai apés 18/13°C, mas nao registra diferencas significativas
para o seu controle em nenhuma das classes de galactolipidios no fim do
experimento. Observa-se que este gendtipo apresenta o valor maximo de DGDG
apods os ciclos de baixas temperaturas. Quanto ao clone 153, os valores de
MGDG e DGDG aumentaram significativamente até 13/8°C. Ap6s o estresse mais
forte houve um decréscimo, mas no 7° dia de recuperacdo os valores sao
significativamente superiores ao controle e o total de galatoctolipidos (soma de
MGDG e DGDG) atinge o seu maximo.

As restantes classes lipidicas tém um peso muito inferior ao MGDG e
DGDG e englobam a fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG), fosfatidilinositol
(PI), acido fosfatidico (PA) e fosfatiditanolamina (PE), tendo mostrado algumas
alteracoes face a exposicao as baixas temperaturas.

A fosfatidilcolina (PC) comportou-se de maneira inalterada no Catucai.
Contudo, nos clones de C. canephora observaram-se aumentos significativos a
3x13/4°C e no 7° dia de recuperacao no clone 02 e entre 13/8°C e os 7 dias de
recuperacao no clone 153 (significativo desde 13/8°C) (Quadro 2).

A concentracao de fosfatidilglicerol (PG) foi maior no Catucai no controle,
13/8°C, e aos 14 dias de recuperacdo, mostrando decréscimos ao longo do
experimento apenas apds o estresse mais severo e no 7° dia de recuperagao,
apresentando um valor superior ao controle no fim do experimento. No clone 02,
apos um decréscimo a 13/8°C, observaram-se aumentos de PG até ao 14° dia de
recuperacao (significativos apds 3x13/4°C). Por outro lado, o clone 153, tal como
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para PC, mostra aumentos graduais desde 18/13°C até o 7° dia de recuperacao
(significativos a 3x13/4°C e no 7° dia de recuperacéo), baixando posteriormente.

Quadro 2. Distribuicdo das classes lipidicas, em mg g"' de massa seca, nas
membranas cloroplastidiais de folhas dos gendétipos de Coffea sp.
submetidos a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até
13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C
(3x13/4°C) e posterior periodo de recuperacao (Rec) a 25/20°C até 14
dias. Cada valor médio é proveniente de 3 repeticdes.

- Genétipo Temperaturas e dias de recuperacao

- - 25/20°C 18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
MGDG Catucai 6,22Aab 7,01ABa 6,81Aa 3,88Bc 5,03Bbc 4,19Ac
CV: 11,62 Clone 02 5,81ABb 8,15Aa 4,59Bbc 5,57Abc 3,97Bc 4,56Abc
- Clone 153  4,85Bc 6,65Bb 7,82Aab  4,03Bc 8,84Aa 3,27Ac
DGDG Catucai 10,45Ab 13,66ABa  9,95Bb 8,18Bb 9,31Bb 7,8Bb
CV:11,31 Clone 02 10,80Ab 14,05Aa 10,58Bb  14,59Aa 10,64Bb 10,38Ab
- Clone 153  9,22Ade 11,43Bcd 16,78Aa 13,29Abc 16,29Aab 8,06ABe
PC Catucai 0,77Ba 0,89Aa 0,81Ba 0,71Ca 0,72Ca 0,75Aa
CV: 11,69 Clone 02 1,01Ac 0,90Ac 1,00Bc 1,32Ab 2,01Aa 0,53Bb
- Clone 153 0,47Cb 0,71Ab 1,22Aa 1,09Ba 1,25Ba 0,57ABb
PG Catucai 1,31Ab 1,23Ab 1,46Ab 0,89Bc 0,74Cc 1,84Aa
CV: 10,86 Clone 02 1,04Bb 1,10Aab 0,63Cc 1,35Aab 1,37Ba 1,38Ba
- Clone 153  0,70Cc 0,98Abc 0,96Bbc 1,23Ab 2,75Aa 0,32Cd
Pl Catucai 0,55ABab 0,47Bb 0,59Bab 0,47Cb 0,55Bab 0,65Aa
CV:11,34 Clone 02 0,68Abc 0,89Aa 0,51Bc 1,02Aa 0,65ABcb 0,69Ab
- Clone 153 0,41Bc 0,34Bc 0,92Aa 0,74Bb 0,78Aab 0,47Bc
PA Catucai 0,22Ab 0,28Aa 0,08Ac 0,07bc 0,04Ad 0,04Ad
CV:10,53 Clone 02 0,15Bc 0,24Ba 0,04Bd 0,20Ab 0,04Ad 0,02Ad
- Clone 153  0,06Cc 0,15Ca 0,06ABc  0,09Bb 0,05Ac 0,04Ac
PE Catucai 0,86Bc 1,13Bbc 1,60Ba 0,80Ca 1,21Aabc 1,34Aab
CV: 11,34 Clone 02 1,47Ab 1,42Bb 1,55Bb 2,30Aa 1,60Bb 1,63Ab
- Clone 153 0,83Bd 3,14Aa 2,41Ab 1,88Bc¢ 2,17Abc 0,89Bd

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna (comparagdao entre
genoétipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperagao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variac¢ao.

Nota: MGDG = monogalactosildiacilglicerol; DGDG = digalactosildiacilglicerol; PC
= fosfatidilcolina; PG = fosfatidilglicerol; Pl = fosfatidilinositol; PA = acido
fosfatidico; e PE = fosfatidiletanolamina.

Ao verificar a concentracdo de fosfatidilinositol (PI) observa-se que nos
trés gendtipos a concentragdo aos 14 dias é igual a do controle. Catucai torna a
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mostrar pequenas variagdes, ndo havendo diferencas significativas em relagéo ao
controle ao longo do experimento. J& os clones de Conilon mostram alguma
subida do teor de PI. O clone 02 apresenta subidas significativas a 18/13°C e
3x13/4°C (valor maximo), enquanto o clone 153 mostrou subidas significativas
entre o fim do periodo de aclimatacao e o 7° dia de recuperagéo (Quadro 2).

As variacbes de acido fosfatidico (PA), a classe com menor
representatividade, mostrou um decréscimo consistente em Catucai ap6s o meio
do periodo de aclimatacao. No clone 02 ndo houve uma tendéncia de variacéo
clara, enquanto no clone 153 os valores mantiveram-se sempre baixos. Contudo,
pode-se constatar que os menores valores absolutos de PA foram observados
durante o periodo de recuperacao nos trés gendtipos.

No Catucai as maiores concentragdes de acido fosfatidietanolamina (PE),
em comparacao ao controle, foram encontrados na temperatura de 13/8°C, mas
registra-se uma tendéncia para apresentar valores superiores ao controle ao
longo do experimento, exceto no estresse mais severo. No clone 02 destaca-se o
aumento em estresse severo, enquanto que no clone 153, tal como para outras
classes, se torna a observar um aumento com a imposicdo de baixas
temperaturas (desde 18/13°C até 3x13/4°C), que permaneceu até ao 7° dia de
recuperacao, voltando depois aos valores de controle (Quadro 2).

Quanto a composicao em acidos graxos das diferentes classes lipidicas,
os valores de C18:3 ndo apresentaram diferencas significativas entre os
genoétipos e nos distintos periodos avaliados nas classes MGDG e DGDG
(Quadro 3). Contudo, a 3x13/4°C o clone 02 apresentou uma tendéncia para
aumento de C18:3 no DGDG e para decréscimo no MGDG. Ja para o C16:0
Catucai apresentou quase sempre menores valores que os clones de C.
canephora nas classes MGDG e DGDG até aos 7 dias de recuperagao (Quadro
3).

Os 3 gendtipos apresentam uma tendéncia geral para o aumento deste
acido graxo saturado no MGDG ao longo do experimento. No DGDG aumentos
significativos de C16:0 foram observados apenas durante o periodo de
recuperacdo e nos clones de C. canephora. Note-se, ainda, que no MGDG a
importancia relativa de C18:3 é superior a observada no DGDG, observando-se o
oposto relativamente a C16:0. Desta forma essas 2 classes de galactolipidos
apresentam diferentes niveis de insaturacdo, mostrando o MGDG maior
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insaturagdo que no DGDG. Deve referir-se que o MGDG apresenta a maior
importancia relativa de C18:3 entre todas as classes estudadas, seguido pelo

DGDG, fazendo dos galactolipidos os lipidios com maior nivel de insaturacgao.

Quadro 3. Composicdo dos acidos graxos (mol %) dos galactolipidios,
monogalactosildiacilglicerol (MGDG) e digalactosildiacilglicerol
(DGDG) nas membranas cloroplastidiais de folhas dos genétipos de
Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de temperatura
(25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de
13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodo de recuperacao (Rec) a
25/20°C até 14 dias. Cada valor médio é proveniente de 3

repeticoes.
- Genotipo Temperaturas e dias de recuperacgao
- - 25/20°C 18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
MGDG Catucai 4,19Bcd 3,54Bd 5,60Bbc 6,66Bab 7,03Bab 8,27Ba
C16:0 Clone 02 6,01Acd 4,45Bd 7,69Ac 15,28Ab 13,44Ab 18,53Aa
CV: 10,05 Clone 153  5,32ABb 8,47Aa 6,59ABab 7,48Ba 6,96Bab 8,12Ba
MGDG Catucai 95,81Aa 96,46Aa 94,40Aa 93,34Aa 92,97Aa 91,73Aa
C18:3 Clone 02 93,99Aa 95,55Aa 92,31Aa 84,72Aa 85,45Aa 81,47Aa
CV: 11,07 Clone 153  94,68Aa 91,68Aa 93,41Aa 92,52Aa 93,04Aa 91,88Aa
DGDG Catucai 29,01Bab  24,60Bb 29,91ABab  26,50Bab  27,95Bab  34,28Aa
C16:0 Clone 02 30,77Bc 31,52Abc  35,79Aabc  30,27ABc  39,34Aab  40,46Aa
CV:10,33 Clone 153  34,57Aab  31,27Ab 26,47Bb 34,68Aab  41,98Aa 34,29Aab
DGDG Catucai 8,95Ba 9,17Ba 4,77Bb 10,79Aa 10,27Aa 4,75Bb
C18:2 Clone 02 11,71Aa 13,07Aa 8,07Ab 5,61Bb 6,43Bb 7,35Ab
CV: 13,06 Clone 153  8,21Bab 10,44Ba 9,94Aa 5,13Bc 6,58Bbd 5,68ABbc
DGDG Catucai 62,04Aa 66,23Aa 65,32Aa 62,71Aa 61,78Aa 60,98Aa
C18:3 Clone 02 57,52Aa 55,40Aa 56,14Aa 64,13Aa 54,23Aa 52,19Aa
CV: 11,16 Clone 153  57,22Aa 58,29Aa 63,59Aa 60,19Aa 51,43Aa 60,03Aa

Médias seguidas por mesma letra maiuscula, na coluna (comparagdo entre
genotipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperacao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variagao.

Nota: C16:0 = acido palmitico; C18:2 = acido linoléico e C18:3 = acido linolénico.

Relativamente ao valor de C18:2 nos galactolipidos (detectado apenas em
DGDG) mostrou decréscimos consistentes a 3x13/4°C e durante a recuperacao
nos clones 02 e 153, diminuindo, assim, o peso de acidos graxos insaturados.

Na fosfatidilcolina (PC) a concentracao de C16:0 tende a aumentar em

todos o0s gendtipos nas temperaturas mais baixas, fato mais evidente no clone
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153, que apresenta uma subida continua durante todo o experimento. Ja C18:2
mostrou uma tendéncia de descida, com variagcdes mais acentuadas em Catucai
e no clone 153. O C18:3 manteve-se quase inalterado em Catucai e no clone 02
nos deferentes periodos amostrados, mas decresceu significativamente no clone
153, na submissao a 3x13/4°C e no periodo de recuperacao. (Quadro 4). Assim, a
PC sofreu um aumento do nivel de saturacdo dos seus acidos graxos, nos
genotipos clone 153 e Catucai.

No fosfatidilglicerol (PG) observou-se um constante aumento na
representatividade do C16:0 em todos os gendtipos, atingindo-se subidas de
434% (Catucai), 90% (clone 153) e 37% (clone 02) apds o tratamento de baixas
temperaturas. Essas alteragdes perduraram durante o periodo de recuperacao e
apenas retornaram a valores semelhantes ao controle no clone 153 ao fim de 14
dias. Por sua vez o C16:1t mostrou aumentos apenas nos clones de C.
Canephora, com aumentos maximos de 47% (13/8°C) e 35% (7° dia de
recuperacao) nos clones 02 e 153, respectivamente. Nota-se, contudo, que 0s
niveis (estaveis) observados em Catucai nunca foram inferiores aos dos outros 2
gendtipos (Quadro 4).

No que se refere aos acidos graxos mais insaturados (C18:2 e C18:3)
verificaram-se decréscimos significativos com a imposicdo gradual de baixas
temperaturas, com particular destaque para os minimos observados no clone 153
(C18:2 no 7° dia de recuperacao) e Catucai (C18:3, apbés os 3x13/4°C). Assim,
tendo em conta o aumento de C16:0 e os decréscimos de C18:2 e C18:3,
constata-se que o nivel de insaturacao do PG diminuiu, tal como ja se observara
no PC, mas agora nos 3 genoétipos em estudo.

No fosfatidilinositol (Pl) observaram-se menos variacbes na composicao
quantitativa dos acidos graxos. O valores de C16:0 mostraram tendéncia (nao-
significativa) para aumentar nos 3 gendtipos a 13/8°C, mas o clone 153 destaca-
se dos restantes no periodo de recuperacgao. Os valores de C18:2 mostraram uma
certa estabilidade em Catucai, mas decresceram nos clones de C. canephora
com a implementagédo das condi¢des de baixas temperaturas, mantendo valores
mais baixos em todo o periodo de recuperacao apenas no clone 153. Por sua vez,
o C18:3 nao mostrou alteracdes significativas nos clones 02 e 153 durante a
exposicao de baixas temperaturas. Contudo, esses valores decresceram no clone
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153 no periodo de recuperacdo, 0 mesmo sucedendo a Catucai que mostrou
apenas um maximo a 18/13°C (Quadro 5).

Quadro 4. Composigcao dos acidos graxos (mol %) dos fosfolipidios fosfatidilcolina
(PC) e fosfatidilglicerol (PG) nas membranas cloroplastidiais de folhas
dos gendtipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodo de recuperacao
(Rec) a 25/20°C até 14 dias. Cada valor médio é proveniente de 3

repeticoes.
- Genotipo Temperaturas e dias de recuperacgao
- - 25/20°C 18/13°C 13/82C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
PC Catucai 54,43ABa  53,76Aa 60,48Aa 61,59Aa 57,24Ba 61,13Ba
C16:0 Clone 02 66,27Aa 64,98Aa 65,77Aa 70,07Aa 60,24ABa  64,83ABa
CV:10,77 Clone 153  49,45Bc 55,99Abc  63,30Aabc  69,33Aab  71,11Aab 77,11Aa
PC Catucai 16,83Ba 16,47Aab  13,15Abc 11,08Ac 13,42Babc  12,43Bc
C18:2 Clone 02 13,84Cb 14,31Ab 12,50Ab 8,13Bc 20,31Aa 15,42Ab
CV:10,60 Clone 153  21,13Aa 15,23Ab 12,48Abc 11,09Ac 11,76Bbc 11,07Bc
PC Catucai 28,74Aa 29,77Aa 26,38Aa 27,33Aa 29,34Aa 26,44Aa
C18:3 Clone 02 19,89Ba 20,70Ba 21,73Aa 21,80ABa 19,45Ba 19,76Ba
CV:12,02 Clone 153  29,41Aa 28,78Aa 24,23Aab 19,59Bbc 17,12Bcd 11,82Cd
PG Catucai 6,57Cd 15,77Bc 34,38Aab 35,11Aab  26,96Bb 38,49Aa
C16:0 Clone 02 29,87Ab 30,34Ab 41,75Aa 41,00Aa 43,91Aa 43,91Aa
CV: 11,20 Clone 153  21,86Bd 31,91Abc  38,70Aab 41,65Aa 44,65Aa 27,66Bcd
PG Catucai 47,55Aa 44,40Aa 45,12Aa 44,31Aa 43,89Aa 41,11Aa
C16:1t Clone 02 33,80Bb 42,17Aab  49,72Aa 41,97Aab  44,92Aab 45,34Aab
CV: 11,17 Clone 153  38,30ABb  39,59Ab 45,00Aab 43,80Aab  51,71Aa 38,37Ab
PG Catucai 15,20Bb 18,73Aa 9,71Ade 11,99Acd 13,40Abc 8,55Ae
C18:2 Clone 02 16,48Ba 12,65Bb 4,74Be 9,91Abc 8,00Bcd 5,02Bde
CV:11,78 Clone 153  19,64Aa 14,18Bb 7,13Bc 7,28Bc 1,92Cd 11,12Ab
PG Catucai 25,73Aa 21,09Ab 10,79Acd 8,60Ad 12,48Ac 11,85Bc
C18:3 Clone 02 8,77Ca 9,78Ca 3,80Cc 7,12Aab 3,17Bc 5,73Cbc
CV:10,59 Clone 153  11,93Bb 14,32Bb 6,22Bc 7,27Ac 1,73Bd 22,85Aa

Médias seguidas por mesma letra maiuscula, na coluna (comparagdao entre
genotipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperacao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variagao.

Nota: C16:0 = acido palmitico; C16:1t = frans-acido hexadecendico; C18:2 = acido
linoléico e C18:3 = &cido linolénico.
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O &cido fosfatidico (PA), que é o que menor peso relativo apresenta no
conjunto das classes lipidicas, apresenta, em geral, um aumento do nivel de
saturacdo. De fato, os valores de C16:0 aumentaram com as baixas
temperaturas, mas também ja no periodo de recuperagcdao, onde foram
observados os aumentos maximos de 190% (Catucai), 112% (clone 02) e 86%
(clone 153). No que respeita aos acidos graxos C18:2 e C18:3 observam-se
descidas (mais forte no ultimo) em Catucai.

Os clones de C. canephora apresentaram variagdes opostas quanto a
estes acidos graxos insaturados. Enquanto que no clone 02 se observou uma
forte descida com a baixa temperatura no C18:2 e uma variagdo inversa no
C18:3, o clone 153 apresenta subida do C18:2 e decréscimo no C18:3 (Quadro
5).

Por ultimo, no acido fosfatidiletanolamina (PE), o valor de C16:0 manteve-
se praticamente inalterado no Catucai e clone 02 nas avaliagbes realizadas em
baixas temperaturas, subindo significativamente no dltimo ja no periodo de
recuperacao. Por sua vez, no clone 153 o valor sobe apés 18/13°C, atingindo
mesmo 0 seu maximo aumento (113%) no 14° dia de recuperagcdo. O C18:2
apresentou decréscimos nos 3 gendtipos (significativos a partir de 13/8°C),
permanecendo com valores inferiores ao controle até o fim do experimento.

Ja o C18:3 manteve-se inalterado no clone 153, mas mostrou aumentos
em Catucai (significativo apenas no 7° periodo de recuperacéo) e, no clone 02
(significativo apenas a 3x13/4°C), mostrando uma tendéncia inversa ao observado

noutras classes lipidicas para este acido graxo (Quadro 5).
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Quadro 5. Composicdo dos acidos graxos (mol %) dos fosfolipidios
fosfatidilinositol (Pl), &cido fosfatidico (PA) e fosfatidiletanolamina (PE)
nas membranas cloroplastidiais de folhas dos gendétipos de Coffea sp.
submetidos a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até
13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C
(3x13/4°C) e posterior periodo de recuperacao (Rec) a 25/20°C até 14
dias. Cada valor médio é proveniente de 3 repeticdes.

- Genétipo Temperaturas e dias de recuperacao

- - 25/20°C 18/132C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
Pl Catucai 51,55Ab 47,40Ab 61,94Aab 57,51Aab 60,08Bab 64,66Aa
C16:0 Clone 02 51,93Aa 57,78Aa 61,45Aa 60,64Aa 63,01ABa  51,18Ba
CV:11,24 Clone 153 50,74Ab 56,97Ab 61,27Aab 53,75Ab 73,49Aa 74,17Aa
Pl Catucai 18,77Ba 16,82Aa 15,67Aa 16,32Aa 14,74Aa 18,18Ba
C18:2 Clone 02 23,68Aa 17,29Ab 13,50Abc 10,50Bc 14,67Abc  21,83Aa
CV:10,64 Clone 153  22,56Aa 15,68Ab 13,87Ab 14,80Ab 13,96Ab 12,02Cb
Pl Catucai 29,68Aab  35,78Aa 22,39Acd 26,17Abc 25,19Abc 17,15Bd
C18:3 Clone 02 24,39Aa 24,94Ba 25,05Aa 28,86Aa 22,32Aa 26,98Aa
CV:10,88 Clone 153 26,70Aa 27,35Ba 24,86Aa 31,45Aa 12,54Bb 13,81Bb
PA Catucai 17,58Ad 17,27Bd 39,67Abc 33,39Ac 50,91Aa 48,89Aab
C16:0 Clone 02 22,30Ab 27,32Ab 29,66Bb 24,08Bb 44 44Aa 47,30Aa
CV:13,42 Clone 153 23,92Ab 24,93Abb 34,13ABb 30,61ABb  43,22Aa 41,66Aa
PA Catucai 43,14Aa 37,32Aab 38,04Aab 37,12Aab  14,55Bc 34,07Ab
C18:2 Clone 02 44, 59Aa 33,33Ab 28,25Bbc 24,08Bc 22,22Ac 22,44Bc
CV:10,00 Clone 153 23,92Bc 37,56Aa 28,67Bbc 35,61Aab 24,44Ac 23,34Bc
PA Catucai 39,28Bab  45,40Aa 22,29Bde 29,49Bcd 34,55Abc 17,04Be
C18:3 Clone 02 33,11Bbc  39,34Abbc 42,09Ab 51,85Aa 33,33Abc 30,17Ac
CV:10,63 Clone 153  52,15Aa 37,51Bb 37,20Ab 33,78Bb 32,33Ab 35,01Ab
PE Catucai 30,81Aab  30,86Aab 31,48Ba 32,86Aa 22,72Bb 38,91Ba
C16:0 Clone 02 32,08Ab 32,91Ab 34,47ABab  33,72Ab 38,87Aab  42,96ABa
CV:10,35 Clone 153 22,84Bc 16,07Bc 40,32Aab 35,52Ab 39,41Ab 48,61Aa
PE Catucai 33,98Aa 30,31Bab 21,69Ac 21,85Bc 23,59Bcd 21,05Ac
C18:2 Clone 02 36,78Aa 32,52Bab 26,44Abc 21,69Bc 22,89Bc 22,34Ac
CV:10,42 Clone 153 38,59Ab 48,34Aa 21,77Ad 29,32Ac 30,22Ac 14,16Be
PE Catucai 35,21Ab 38,84Ab 46,84Aab 45,29Aab  53,69Aa 40,05Ab
C18:3 Clone 02 31,13Ab 34,57Aab 39,08Aab 44,59ABa  38,25Bab  34,70Aab
CV:12,55 Clone 153  38,58Aa 35,59Aa 37,92Aa 35,16Ba 30,37Ba 37,23Aa

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna (comparagdo entre
genoétipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperacao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variacao.

Nota: C16:0 = acido palmitico; C18:1 = acido oleico; C18:2 = 4cido linoléico e
C18:3 = &cido linolénico.
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DISCUSSAO

Presenca de folhas e avaliagGes visuais

A queda de folhas com sintomas de necrose parcial ou total,
principalmente em Catucai, pode estar relacionada com danos severos
provocados durante a exposi¢cao aos ciclos de baixas temperaturas, corroborando
com Strauss et al. (2007). Baixas temperaturas provocam diminuicdo da
condutividade hidraulica da agua (Aroca et al.,, 2003), podendo ocasionar
cristalizacdo e dificultar o transporte da mesma até os tecidos foliares, vindo a
surgir lesdes e até mesmo a morte dos tecidos ou de toda a folha (Rena, 2000).

No 3¢ dia de recuperacao dos clones de Conilon, principalmente o clone
02, apresentou plantas totalmente murchas, vindo algumas a morrer. Este fato
pode estar relacionado com a morte das raizes, uma vez que o sistema radicular,
em particular o 4pice radicular de mudas de cafeeiro € sensivel a baixas
temperaturas, apresentando reducdo acentuada do crescimento, e danos
ocasionados pela presenca de peroxidase lipidica nas raizes, quando a
temperatura é igual ou inferior a 10°C (Alonso et al., 1997; Queiroz et al., 2000).
Além disso, Sakai e Larcher (1987) descreveram que em plantas jovens de
cafeeiro as raizes sao os tecidos mais sensiveis as baixas temperaturas.

Quando a temperatura atinge valores de 3 a 4°C, ou em condicbes de
campo no inverno, as folhas podem sofrer descoloragdo nao uniforme, com maior
incidéncia na margem da lamina foliar e necroses, podendo em seguida senescer,
sendo essas caracteristicas variaveis de acordo com a espécie e o genoétipo do
género Coffea (Bauer et al., 1990; Campos et al., 2003; Ramalho et al., 2003).
Esses disturbios sdo provocados pela defasagem entre a perda de agua por
transpiracdo e a sua absorcdo radicular e translocacdo pelo xilema, em
conseqUéncia da alta viscosidade da dgua e da menor condutancia hidraulica das
raizes, ocasionada pela baixa temperatura (Rena, 2000).

A queda de folhas, principalmente por ruptura ao nivel da base do
peciolo, logo apds a volta de temperaturas adequadas, pode estar associada ao
retorno de valores de evapotranspiragdo similares ao controle, (Fig. 2E) e
absorcao de agua, o que pode ter proporcionado a subida do acido abscisico até
as folhas, horménio que induz a senescéncia foliar. Além disso, as células

voltaram a apresentar potencial osmético normalizado, apresentando-se targidas,



126

promovendo a lise da parede e causando, conseqlentemente, senescéncia das
folhas.

De um modo geral, Catucai apresentou menor impacto das baixas
temperaturas positivas no que se refere a queda de folhas, j& que mostrou a
menor perda de folhas maduras e jovens. Para além disso, mostrou uma
tendéncia para se recuperar através do aumento de folhas novas que a prazo
deverao compensar as folhas perdidas. Os genétipos de Conilon foram mais
afetados que o Catucai. O clone 02 foi claramente afetado em ambos os tipos de
folhas, ndo registando capacidade de recuperacdo até ao fim do periodo
experimental. O Clone 153 foi afetado em ambos os tipos de folhas, mas mostrou

alguma capacidade de producao de novas folhas apds o 7° dia de recuperacao.

Trocas gasosas

A queda de A geralmente esta associada com a limitacdo estomatica
(Tezara et al., 1999). Contudo, no presente trabalho, observou-se um aumento
em C; com a imposicdo do estresse (Fig. 2), o que ndao havera limitagdo
estomatica no processo de assimilacdo do carbono, pelo que a reducdo de A
devera ser uma consequéncia de inibicado do metabolismo fotossintético (Allen e
Ort, 2001). Esse fato pode ser reforcado ao verificar valores negativos e préximos
de zero de A, enquanto no mesmo periodo avaliado, gs apresentou valores
sempre superiores a 21% em relagdo ao controle e a C; apresentou aumento
superior a 82%. Dessa forma, a queda da A pode estar associada com limitacoes
no transporte de elétrons, menor atividade da ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase/oxigenase (Rubisco) e/ou problemas de funcionamento das estruturas
tilacoidais (Ramalho et al., 2003), sendo mais acentuada no clone 02.

De fato, sob condicées de estresse, a absorcdo de energia fotoquimica
pode exceder 0 seu consumo na assimilagdo do carbono, ocorrendo aumento da
producdo de moléculas altamente reativas de clorofila (3chl) e formas reativas de
oxigénio ('0,,0,, H,0, e OH'), o que, por sua vez, pode afetar todos os
componentes do aparelho fotossintético (Mittler, 2002; Hideg et al., 2007; Suzuki
et al., 2008; Zhu et al., 2008). Tal pode ocorrer em presenca de alta irradiancia ou
mesmo em condi¢des de irradiancia moderada quando em presenca de fatores
que diminuam a eficiéncia do uso de energia pelo processo fotossintético (Foyer
et al., 1994; Demmig-Adams et al., 1995; Ramalho et al., 1998, 2003; Lima et al.,
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2002; Campos et al., 2003). Este fato pode ter ocorrido nesse trabalho, pois ao
submeter a plantas a condi¢gdes de baixas temperaturas, resultou numa menor
taxa fotossintética liquida e aumento da concentracdo interna de CO., em
comparagao as condigées de controle (Figura 2).

Relativamente a comparagédo entre os 3 gendtipos em estudo, pode-se
ver que todos foram afetados durante a imposi¢cao das baixas temperaturas, com
efeitos claros ja a 21/16°C. Contudo, os efeitos foram mais severos e/ou a
capacidade de recuperacao foi menor nos genoétipos Conilon, que ao fim de 14
dias de recuperagdo mostravam taxas a rondar os 50 (clone 02) e 75% (clone
153) dos seus controles. Por essa altura, Catucai recuperou totalmente o valor de
A, mas as diferencas face aos clones 02 e 153 foram visiveis ja ao 7° dia de

recuperacao.

Alteracoes qualitativas e quantitativas dos acidos graxos e classes
lipidicas

Concentracdes de AGT da mesma ordem de grandeza aos apresentados
na Fig. 4 para os 3 genétipos em estudo foram também encontrados por Campos
et al. (2003) em Coffea sp. O Conilon clone 153 apresentou maiores valores de
AGT em relacao aos outros 2 genétipos na temperatura de 13/8°C e aos 7 dias de
recuperacdo, quando apresentou aumentos de 84% e 96%, respectivamente,
indicando aumento na sintese de lipidios. Essa resposta pode constituir uma
vantagem na aclimatagdo e manutencdo das membranas quando sujeitas a
baixas temperaturas, pois permitird as plantas reparar estruturas danificadas e,
eventualmente, promover alteracées qualitativas ao nivel da composicao lipidica
membranar (Campos et al., 2003). De fato, apds os ciclos a 13/4°C observou-se
uma reducao do teor de lipidios cloroplastidiais (diminuicdo dos AGT), logo
seguida de novo aumento aos 7 dias de recuperacdo, 0 que sugere que a
degradacao de lipidios foi reversivel. Este genétipo apresentava os valores mais
baixos no controle, situacao que se inverteu no final da recuperacao (14 dias).

No Conilon clone 02 também se observou um aumento de 25,3% de AGT,
mas em condi¢des de temperaturas mais baixas (3x13/4°C), o que podera indicar
alguma capacidade de adaptacdo do metabolismo lipidico a baixas temperaturas.
Apesar deste fato, o clone 02 foi 0 que apresentou valores mais baixos apo6s 14
dias de recuperacao, ficando muito aguém do controle (57,6% do controle).
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Ja o IPR 102 mostrou variacées nao significativas ao longo de todo o
experimento, o que, tendo em conta a rapida recuperacao da taxa de fotossintese
apos o final do estresse, sugere que este gendtipo foi menos afetado ao nivel dos
componentes lipidicos membranares, nao necessitando assim de aumentar a sua
sintese lipidica.

O fato de o Catucai IPR 102 apresentar maior grau de insaturagdo dos
lipidios (DBI) na temperatura de 18/13°C em comparagao aos outros genétipos e
aos distintos periodos no mesmo gendétipo, esta relacionada, principalmente, com
a tendéncia de aumento de acido linolénico (C18:3) e de queda do &cido palmitico
(C16:0) nessa temperatura, corroborando com Kodama et al. (1995) ao estudar
Nicotiana tabacum sensivel e tolerante a baixas temperaturas. Tal comportamento
condiciona aumento da fluidez das membranas (Routaboul et al. 2000; Campos et
al., 2003), o que permite preservar os processos fotossintéticos, conferindo uma
maior tolerancia a baixas temperaturas (Kodama et al., 1995; Campos et al.,
2003). Este fato ocorre principalmente quando as plantas sdo submetidas a
quedas graduais de temperatura, o que favorece a adaptacdo a baixas
temperaturas (Zhang et al., 2006). No entanto, para as restantes temperaturas O
DBI volta a mostrar valores que ndo diferem significativamente do controle,
indicando uma estabilidade do grau de insaturagdo (Quadro 1), como ja se havia
obsevado para o valor de AGT.

Ja os 2 gendtipos de Conilon mostram maiores decréscimos porcentuais
ao longo do experimento, principamente devido ao decréscimo de C18:2 e C18:3
e aumento de C16:0, revelando alteracdes qualitativas nas suas membranas
cloroplastidiais, principalmente no clone 153. No clone 02, mas ndo no 153,
observou-se que com a imposicao de baixas temperaturas as folhas ficaram
amarelas, havendo decréscimo do teor de pigmentos fotossintéticos e
fotoprotetores (dados nao apresentados). Nesse caso, poderemos estar face a
um processo de “photobleaching”, devido a um provavel ataque de ROS. Tal
podera também ter sucedido relativamente as duplas ligacbes do C18:3. Este
dano ao nivel da estrutura membranar e do aparelho fotossintético poderia entdo
contribuir para a baixa recuperacao da taxa de fotossintese neste gendtipo, isso
apesar do total de AGT no clone 02 sé ser inferior ao controlo nos 14 dias.

Por sua vez, DaMatta et al. (2002) relataram que o cafeeiro possui
habilidade de aumentar o mecanismo antioxidante quando submetido a estresse.
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Contudo, Lima et al. (2002) descrevem que a tolerancia pode estar relacionada a
menor produgcdo de moléculas reativas de oxigénio e comporta-se diferente
conforme o gendtipo de C. canephora estudado em condi¢cdes de déficit hidrico.
Desta forma, tanto o clone 153 como o IPR 102 poderao ter outros mecanismos
de protecdo (diminuindo a producdo ou aumentando a capacidade de remocao)
contra moléculas altamente reativas (de clorofila e oxigénio), j& que os niveis de
insaturacado (e de C18:3) ndo diferem significativamente entre os 3 gendtipos
estudados. De fato, de acordo com Nouairi et al. (2006), ao estudar Brassica
napus tratadas com cadmio, a perda dos lipidios na membrana pode estar
relacionada ao refor¢co da taxa de catabolismo e/ou supresséao de biossintese de
lipidios e também a oxidacdo de lipidios polinsaturados, sugerindo que a
tolerancia pode estar relacionada a mecanismos que retardam a degradacao das
membranas e reduzem a acumulagdo de moléculas reativas (Dewir et al., 2006).

O &cido trans-hexadecendico (C16:11), apesar de ter valores semelhantes
aos outros genoétipos quando se analisa a distribuicdo entre os varios acidos
graxos (Quadro 1), mostrou maior representatividade nos &cidos graxos apenas
do fosfatidilglicerol (PG) em Catucai em comparagéo ao clone 02 na condi¢do de
controle. Durante o experimento o valor de C16:1t acaba por ser algo reforcado
em algumas das temperaturas baixas nos genoétipos de Conilon, mantendo-se
estavel no Catucai (Quadro 4). Esse acido graxo encontra-se concentrado nas
grana tilacoidais (Danielsson et al., 2004) e a sua quantidade no PG estd
correlacionada positivamente com a oligomerizacao do complexo captador de luz
dos cloroplastos (Huner et al., 1989; Dubertret et al., 2002). Ele contribui para a
estabilizacdo dos complexos de captacdo de luz e manutencado da eficiéncia
fotoquimica e bioquimica da fotossintese (Gray et al., 2005; Tavares et al., 1998),
noemeadamente quando as plantas sdo submetidas a baixas temperaturas
(Harwood, 1997; Campos et al., 2003),

Conforme relatado por Sato et al. (2004) e Yang et al. (2005), existe
interacdo entre o PG e o fotossistema (PS) |, uma vez que o PG contribui para a
estabilizacdo do complexo PSI e influéncia na organizacdo molecular dos
pigmentos e proteinas. De fato, apesar da sua pequena contribuicdo para o total
dos lipidios membranares, o decréscimo do teor de PG leva a alteracdo da
macroorganizagao dos complexos fotossintéticos, nomeadamente pela alteracao

da carga elétrica superficial das membranas, afetando a organizagdo molecular e
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a funcionalidade dos PS | e Il (e dos centros de reacédo), levando a queda da
eficiéncia fotoquimica (Apostolova et al., 2008).

Em Catucai, a maior concentragcdo de C18:3 no PG do controle até a
temperatura de 13/8°C e em todo o periodo de recuperagao, assim como de ac.
linoléico (C18:2) em algumas das temperaturas estudadas, relativamente aos
clones de Conilon, sugere maior fluidez em baixas temperaturas positivas neste
importante lipidio cloroplastidial. O aumento de C18:3 e de C16:1t foi encontrado
por Xu e Siegenthaler (1997) ao estudar Cucurbita moschata submetidas a queda
de temperatura, e por Liao et al. (2004) ao trabalhar com Dioscorea zingiberensis
submetidas a alta irradiancia, sugerido que estes efeitos estariam associados com
adaptacao a condicdes adversas.

No que se refere a concentracdo de C18:2 (Quadro 1), observou-se a
manutengado do seu valor no Catucai até a temperatura de 13/8°C, enquanto, no
clone 02 houve queda significativa ja a 18/13°C e, no clone 153, na temperatura
de 13/8°C, reforcando a indicacdo de que os clones de Conilon apresentaram
maior variagao no grau de insaturacao e, por isso, uma maior variagao na fluidez
membranar (que assim desce). Por outro lado, a perda de certo grau de fluidez
das membranas, inerente ao aumento da saturagéo lipidica, que se observou no
Catucai e clones de Conilon ao longo do tratamento de baixa temperatura, a partir
dos 13/8°C, pode corresponder a uma maior estabilidade membranar e reduzir a
susceptibilidade a peroxidacdo e acao de enzimas hidroliticas, ja que as duplas
ligacdes dos ac. graxos polinsaturados sdo o substrato preferencial para enzimas
peroxidativas e hidroliticas, assim como para o ataque de ROS (Ramalho et al.,
1998; Sahsah et al., 1998; Campos et al., 2003). Desta forma, a planta tera que
encontrar um ponto de equilibrio entre as alteragbes que causam uma menor
sensibilidade ao ataque por ROS (decréscimo da insaturacdo de ac. graxos) e
outras tendentes a manter a fluidez membranar a baixas temperaturas (aumento
da insaturagao dos 4ac. graxos).

No que respeita a classe lipidicas mais representada, os galactolipidos, o
MGDG e DGDG séao os principais componentes lipidicos (até cerca de 60%) dos
tilacéides (Harwood, 1988), pelo que alteracbes nas suas proporgdes pode levar a
alteragbes estruturais e funcionais nas membranas, com implicagdo na tolerancia
ao frio (Harwood, 1997; Xin e Browse, 2000). Nos gendtipos em estudo, MGDG e

DGDG representam entre 75 e 85% dos lipidios, o que mostra bem a sua
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importancia. Os valores de MGDG e DGDG apresentaram aumentos a 18/13°C
(Quadro 2), a semelhanca de C. canephora Apoata submetido a descréscimo de
temperatura gradual de 25/20°C a 15/10°C (Campos et al., 2003). Contudo, o
MGDG acaba por ser mais afetado (decresce) durante o estresse mais severo ou
ja no periodo de recuperacao, enquanto o DGDG né&o registra decréscimos em
Catucai e apresenta alguns aumentos nos clones de Conilon. Esse aumento
(preferencial) € também observado por Campos et al. (2003) em C. arabica
Catuai e Piata.

De fato, em condicbes de baixas temperaturas, observou-se em diversas
plantas que a relagdo (MGDG/DGDG) tende a decrescer, o que podera estar
relacionado com o fato de o DGDG tender a manter a estrutura membranar em
bicamada, aumentando, assim, a estabilidade das membranas cloroplastidiais
(Navari-1zzo et al., 1995). No entanto, o MGDG é também imprescindivel, pois
esta mais implicado em dominios membranares relacionados com processos
dindmicos, mas relacionado igualmente com a formagdo nao-lamelar de
membranas (Hurry et al., 2000; lba, 2002; Karpinsky et al., 2002), estando
igualmente implicado na regulagdo supramolecular das estruturas do PSIl e na
eficiéncia de transferéncia de energia entre os complexos de captacao de energia
luminosa e os centros de reacao, especialmente com niveis altos de insaturacao
(Horvath et al., 1987).

Contudo, se observamos algumas diferencas quantitativas nos teores de
galactolipidos, ja 0 seu grau de insaturacdo parece nao ser afetado. De fato, o
C18:3 no MGDG (onde representa sempre acima de 80 dos acidos graxos) e no
DGDG (onde representa entre 52 e 66% do total de acidos graxos) nao
apresentou diferencas entre os genétipos e nos distintos periodos avaliados
(Quadro 3), corroborando os resultados obtidos por Campos et al. (2003) nos
resultados encontrados no C. arabica Icatu e C. dewevrei.

Como ja foi referido, as restantes classes lipidicas tém um peso muito
inferior ao MGDG e DGDG, mas nao deixam de ter importante papel ao nivel da
estrutura e funcionalidade das membranas cloroplastidiais (como ja se discutiu a
propésito do PG). O aumento de PC com a queda de temperatura foi ja referido
em trabalhos com outras espécies (Harwood, 1997; Bohn et al., 2007), sendo
observada no clone 153 entre 13/8°C e o 7° dia de recuperacao e no clone 02 no
estresse mais severo e no 7° dia de recuperacao (Quadro 2). Contudo a auséncia
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de aumento foi ja observada em gendétipos de Coffea sp. (Campos et al., 2003) tal
como sucede aqui para Catucai. Segundo Rozentsvet et al. (2005), quando a
planta apresenta oxidagao, PE pode ser substituido por PC que é mais resistente
a oxidacao. O PC e PE sao os principais fosfolipidios da plasmalema e de
mitocdndrias (Simon, 1974). Valores mais elevados indicam certo grau de
reparacao na membrana (Harwood, 1997).

Também foi possivel observar que o acido fosfatidico (PA) subiu nos trés
genotipos na temperatura de 18/13°C, bem como o PE no clone 153 e o Pl no
clone 02 (Quadro 2), a semelhanca do que foi observado por Uemura et al.
(1995), ao trabalhar com Arabidopsis thaliana submetidas a temperaturas de 2°C.
De acordo com Bohn et al. (2007), o aumento de PE em plantas de Triticum
aestivum submetidas a baixas temperaturas pode proporcionar tolerancia a baixas
temperaturas positivas, 0 que sucede em Catucai, que apresenta aumento
significativo a 13/8°C e, excetuando o estresse mais severo, apresenta valores,
consequentemente, superiores ao controle (entre 31 a 86%) ou no clone 153 com
valores superiores ao controle entre 18/13°C e o 7° dia de recuperacao.

Para o fosfatidilinositol (Pl), a quantidade de C16:0 foi maior nos trés
gendtipos, bem como o C18:3 foi maior no fosfatidiletanolamina (PE) (Quadro 5),
corroborando com resultados apresentados por Bohn et al. (2007). Os &cidos
graxos presentes em PE e Pl apresentaram valores semelhantes entre os
gendtipos em varios periodos avaliados, fato também encontrado por Kodama et
al. (1995) ao estudar plantas de N. tabacum sensivel e tolerantes a baixas
temperaturas, dificultando inferir o grau de tolerancia entre os materiais
estudados, baseado em Pl e PE.

CONCLUSOES

O Conilon clone 02 foi o gendtipo mais afetado, apresentando maior
gueda de folhas e menor recuperacao da fotossintese liquida, seguido pelo clone
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153. A queda da fotossintese liquida ocorreu em todos os genétipos estudados e
ndo estara relacionada ao fechamento estomatico, mas sim associada a
problemas de funcionamento da estrutura membranar dos cloroplastos.

Apesar de os 3 gendtipos serem significativamente afetados pelas baixas
temperaturas positivas, o Catucai IPR 102 mostrou uma maior capacidade de
recuperacao.

O Catucai IPR 102 apresentou maior grau de insaturacao de lipidios, na
temperatura de 18/13°C, e maior concentragdo de &acido linolénico no
fosfatidilglicerol no controle até a temperatura de 13/8°C, em comparacao aos
clones de Conilon, apresentando maior fluidez membranar em baixas
temperaturas positivas.

Diferencas na quantidade e qualidade dos acidos graxos cloroplastidiais,
conjugados com a avaliacao de queda de folhas e taxa fotossintética, contribuem
no manejo e na escolha de gendtipos mais adequados para areas sujeitas a
periodos de baixas temperaturas e podem ser ferramentas no processo de
melhoramento do género Coffea.
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ALTERACOES FISIOLOGICAS E BIOQUIMICAS EM GENOTIPOS DE
CAFEEIRO (Coffea sp.) SUBMETIDOS A BAIXAS TEMPERATURAS
POSITIVAS

RESUMO

Temperaturas baixas positivas afetam diversos componentes fisiolégicos
e bioguimicos da planta. Contudo, as espécies vegetais apresentam mecanismos
de aclimatacdo que conferem maior tolerAncia ao estresse e uma melhor
capacidade de recuperacado. O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar
respostas fisiolégicas e bioquimicas de genoétipos de Coffea canephora e C.
arabica, submetidos a baixas temperaturas positivas, pemitindo elucidar os
mecanismos envolvidos na tolerancia/sensibilidade ao frio. Plantas com cerca de
1 ano foram colocadas em camaras de crescimento, onde permaneceram em
condicdes controle a 25/20°C (dia/noite), irradiancia 700-900 pmol m?s™, 380 L
CO; L, 70% de umidade relativa e fotoperiodo de 12h durante cerca de 10 dias.
As plantas foram depois submetidas sucessivamente a um decréscimo gradual da
temperatura (0,5°C diarios), desde 25/20°C até 13/8°C, um ciclo de 3 dias a
13/4°C e 14 dias de recuperacao. Durante o experimento foram avaliadas, ao
nivel foliar, trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a, algumas atividades
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enzimaticas (relacionadas com as vias fotossintética e respiratéria), assim como
os teores de pigmentos fotossintéticos e de aclUcares solluveis. Os gendtipos
estudados apresentam sensibilidade a baixas temperaturas, mas com tolerancia e
capacidade de recuperacao diferente, o que, conjugado com a analise a outros
parametros, pode contribuir para uma correta escolha de cultivares e no
melhoramento do género Coffea no que diz respeito a tolerdncia a baixas
temperaturas. Em relagdo aos genétipos estudados, observou-se que ocorre
melhor recuperagao do Catucai IPR 102 em comparagao ao Conilon clone 02, o
qgue podera estar associado, além de outros fatores, a maior taxa de atividade da
ribulose-5P cinase (no periodo de recuperacéo), rubisco e malato desidrogenase
(nos ciclos de baixas temperaturas e no inicio da recuperagcao), bem como a
maiores concentracbes de clorofilas e carotendides totais (no periodo de
recuperacao), zeaxantina e luteina (em praticamente em todos os pontos
avaliados). A manutengdo de maior grau de funcionalidade podera assim estar
ligada a manutencdo da concentracdo da sacarose, com a imposicao de baixas
temperaturas. Por razbes similares, o Conilon clone 153 apresentou melhor
recuperacado em comparacao ao clone 02, sugerindo que mesmo em diferentes
genotipos selecionados a partir de uma mesma cultivar (C. canephora cv.
Conilon) pode existir variabilidade genética relativamente aos mecanismos de
protecdo e aclimatacdo a baixas temperaturas. Em termos gerais, o gendétipo
Catucai IPR 102 foi o que melhor recuperou (relativamente a diversos
parametros, mas em particular a taxa de fotossintese liquida) apdés o fim do

periodo de estresse mais severo, seguindo-se o clone 153.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL CHANGES IN COFFEE GENOTYPES
(COFFEA sp.) SUBMITTED TO POSITIVE LOW TEMPERATURES

ABSTRACT

Low positive temperatures affect several plant physiological and
biochemical components. However, plants possess acclimation mechanisms that
confer increased stress tolerance and better recovery ability. The main objective of
the present work was to characterize the physiological and biochemical responses
of Coffea canephora and C. arabica genotypes submitted to low positive
temperatures, allowing to elucidate the mechanisms involved in cold
tolerance/sensitivity. One year old plants were placed under control conditions of
25/20°C (day/night), irradiance of 700-900 umol m?s™, 380 uL de CO, L, 70%
relative humidity and a photoperiod of 12 h, for about 10 days. The plants were
then and submitted successively to 1) a gradual temperature decrease (0.5°C per
day) from 25/20°C to 13/8°C, 2) a 3 day chilling cycle (3 x 13/4°C) and to 3) a
recovery period of 14 days. During the experiment were evaluated at leaf level the
gas exchanges, fluorescence of chlorophyll a, some enzyme activities (relate to
photosynthetic and respiratory pathways), as well as the contents of
photosynthetic pigments and soluble sugars. The studied genotypes present cold
sensitivity but display differential tolerance and recovery capabilities, what,
together with the analysis of other parameters may contribute for a correct
selection of genotypes and to the breeding of Coffea genus in what concerns cold
tolerance. In what concerns the studied genotypes, it observed that Catucai IPR
102 presents a better recovery in comparison to Conilon clone 02, what might be
associated, namely, to the higher activities of ribulose-5P kinase (during the
recovery period), rubisco and malate dehydrogenase (during the low temperature
cycles and in the beginning of recovery), as well as, due to higher total chlorophyll

and carotenoid contents (under recovery), zeaxanthin and lutein (in almost of the
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evaluated data points). The maintenance of a higher functional status might be in
turn related to the maintenance of sucrose contents during the cold imposition. By
the same reasons clone 153 showed a better recovery in relation to clone 02,
suggesting that even in genotypes selected from the same cultivar (C. canephora
cv. Conilon) might exist genetic variability in relation to protection and acclimation
mechanisms to low temperatures. In global terms the Catucai IPR 102 genotype
recovery better (concerning several parameters, in particular net photosynthetic
rate) after the end of the stressful period, followed by the clone 153.

INTRODUCAO

O género Coffea é representado por pelo menos 103 espécies,
destacando-se comercialmente C. arabica e C. canephora (Davis et al., 2006). A
producdo mundial do café nos ultimos anos tem sido superior a 110 milhdes de
sacas, produzido principalmente nos paises considerados em desenvolvimento
(ICO, 2008). O Brasil é o maior produtor e exportador mundial de café (Coffea
sp.), que gera divisas, postos de trabalho e promove o desenvolvimento onde é
produzido e/ou processado. Na safra de 2006/2007, a producgéo brasileira de C.
arabica foi de 33 milhdes de sacas e de C. canephora foi de 9,5 milhées, numa
area de 2,15 milhdes de hectares com 5,67 bilhdes de cafeeiros (Conab, 2007),
sendo exportados em 2007, 28 milhdes de sacas, o que equivale a 65% da
producdo nacional e, aproximadamente, 29% das exportagdes mundiais do
produto (ICO, 2008).

Para as plantas em geral, temperaturas baixas positivas afetam diversos
componentes do processo fotossintético, pois reduzem a condutancia estomatica,
fotossintese liquida, eficiéncia fotoquimica do fotossistema I, transporte tilacéidal
de elétrons, atividade enzimatica e o metabolismo do carbono, alterando ainda a
composicdo e a estrutura dos complexos de pigmentos fotossintéticos
(Haldimann, 1998; Allen e Ort, 2001; Maroco et al., 2002; Wang et al., 2006;
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Strauss et al., 2007; Hund et al., 2008; Suzuki et al., 2008; Zhu et al., 2008) e a
composicao lipidica das folhas (Campos et al., 2003; Bohn et al., 2007). Também
no género Coffea estes efeitos foram observados (Oliveira et al., 2002; Silva et al.,
2004), com intensidades distintas entre diferentes espécies (Campos et al., 2003;
Ramalho et al., 2003; Silva et al., 2004), devido, provavelmente, a caracteristicas
morfo-fisioldgicas distintas, como acontece entre as espécies C. arabica e C.
canephora (DaMatta et al., 1997; Carvalho et al. 2001; Ramalho et al., 2003).

O cafeeiro, quando cultivado em latitudes superiores a 152 S, apresenta
um decréscimo acentuado na taxa de crescimento nos meses com baixas
temperaturas (Barros e Maestri, 1974; Bauer et al., 1990; Barros et al., 1997; Mota
et al., 1997; Libardi et al., 1998; Amaral et al., 2001, 2006; Nazareno et al., 2003;
Silva et al., 2004), ocasionando queda da produtividade. Para além disso, as
baixas temperaturas podem danificar o sistema radicular (Allen e Ort, 2001;
Alonso et al., 1997; Queiroz et al., 2000), dificultando também a condutividade
hidraulica da agua (Aroca et al., 2003), vindo a surgir lesées e até mesmo a morte
dos tecidos ou de toda a folha (Rena, 2000).

O estresse oxidativo é um grave problema de ocorréncia habitual quando
as plantas permanecem em condicdes ambientais adversas, que provocam uma
alteracdo do equilibrio entre os processos de captacdo e utilizacdo da energia
luminosa, nomeadamente o défice hidrico, alta irradidncia, alta ou baixa
temperatura e toxicidade ou deficiéncia nutricional (Foyer et al., 1994; Demming-
Adans et al., 1995; Ramalho et al., 1998, 2003; Lima et al., 2002; Campos et al.,
2003; Pinheiro et al., 2004; Praxedes et al., 2006). Dessa forma, quando a
absorcdo de energia fotoquimica pela maquinaria fotossintética excede o
consumo exigido na assimilacado do carbono, ocorrera aumento da producdo de
moléculas altamente reativas de clorofila (°chl), formas reativas de oxigénio (ROS)
como '0,,0s, HO, e OH, podendo causar danos, por exemplo, nos
fotossistemas, enzimas, estruturas lipidicas e DNA (Mittler, 2002; Hideg et al.,
2007; Suzuki et al., 2008; Zhu et al., 2008).

Contudo, as plantas, nomeadamente os cafeeiros, possuem mecanismos
de defesa/aclimatacdo que passam por alteracdes quantitativas e qualitativas dos
lipidios membranares, aumento da atividade de enzimas antioxidantes e pelo
aumento da capacidade de dissipacao do excesso de energia, que conferem uma

maior tolerancia a baixas temperaturas e uma melhor recuperacdo apés o fim do
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estresse. Tal faz com que a presenca desses mecanismos seja fundamental para
a implantacdo e manutencdo de uma espécie em uma determinada regiéo,
influenciando decisivamente o desempenho e praticas agricolas, assim como a
viabilidade econbmica para dada cultura. Assim, essas informacdes sao
importantes ferramentas na selecdo e no manejo do género Coffea (Lima et al.,
2002; Campos et al., 2003; Ramalho et al., 2003; Pinheiro et al., 2004; Praxedes
et al., 2006).

Recentemente, o cultivo de café Conilon em areas de maior altitude
(temperatura baixa positiva), tem crescido. Agricultores e pesquisadores
acreditam que o cultivo do Conilon, pode ser mais uma alternativa de cultivo
nestas condicdes, uma vez que a espécie apresenta maior tolerancia a condigdes
de estresse bidtico e abidtico, apesar de ser mais susceptivel a baixas
temperaturas em comparacao ao café Arabica (DaMatta et al., 1997; Ramalho et
al., 2003), podendo, portanto, ser uma alternativa.

A compreensao dos mecanismos morfolégicos, fisiolégicos e bioquimicos
de resposta do género Coffea, especificamente as duas principais espécies (C.
arabica e C. canephora), as baixas temperaturas, bem como da posterior
recuperacao, pode auxiliar no manejo e no processo de selecdo de variedades
tolerantes a baixas temperaturas. Assim, objetivou-se deste trabalho contribuir
para a caracterizacdo das respostas fisiologicas e bioquimicas de dois
importantes genétipos de C. canephora e um genétipo de C. arabica, a baixas
temperaturas positivas, pemitindo elucidar os mecanismos envolvidos em

diferentes suscetibilidade a baixas temperaturas.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Implementacao dos Estudos
Foram utilizados genétipos de plantas de Coffea canephora cv. Conilon,

clone 02 (de maturagéo precoce) e clone 153 (de maturacao tardia) (Braganca et



146

al., 2001), e C. arabica cv. Catucai IPR-102 (Sera et al.,, 2007), com,
aproximadamente, 15 meses de idade, desenvolvidas em vasos contendo 3 L de
substrato (solo:areia, 4:1 e nutrientes organicos e quimicos), em casa de
vegetacdo no Centro de Ecofisiologia, Bioquimica e Biotecnologia Vegetal, do
Instituto de Investigacao Tropical, Oeiras, Portugal.

As plantas foram transferidas para camaras de crescimento (tipo walkin,
Fitoclima 10000 EHHF, ARALAB, Portugal), onde permaneceram com irradiancia
de 700-900 pmol m? s, proporcionada por uma combinacdo otimizada de
lampadas fluorescentes de alta freqléncia, de vapor de sodio e de halogénio
(Ramalho et al., 2002), concentracao ambiente de CO, (cerca de 380 pL de CO,
L"), umidade relativa de 70%, fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25/20°C
(dia/noite), durante 15-20 dias para aclimatacdo nestas condi¢cées consideradas
de controle.

As plantas foram entdo submetidas a um decréscimo gradual da
temperatura (0,5°C diarios) desde 25/20°C até 13/8°C, durante 24 dias, para
permitir a expressao gradual do potencial de aclimatacao das plantas a baixas
temperaturas. Seguidamente, foram submetidas a 3 ciclos consecutivos de 4°C
durante a noite e as 4 primeiras horas do dia seguinte, permanecendo a 13°C
durante o restante do dia (3 x 13/4°C), sendo elevada posteriormente para
20/15°C no 1¢ dia e 25/20°C nos seguintes, acompanhando-se a recuperacao das
plantas até aos 14 dias.

Todas as analises (ndo destrutivas e destrutivas) foram realizadas em
folhas recém maduras em pelo menos seis ocasides distintas: 25/20°C (controle),
18/13°C (meio do periodo de aclimatagdo), 13/8°C (final do periodo de
aclimatacao a baixas temperaturas), 3 x 13/4°C (apds os trés ciclos de baixa
temperatura positiva) e durante o periodo de recuperagdo a 25/20°C (em duas
ocasides, 7 e 14 dias ap6s os ciclos de temperaturas minimas). As andlises nao
destrutivas de trocas gasosas foliares, fluorescéncia da clorofila a e contagem de
folhas foram também realizadas nas temperaturas de 21/16°C, durante o periodo
de aclimatacdo e a 25/20°C nos dias 1, 3 e 10 do periodo de recuperagao.

A coleta das folhas para as andlises destrutivas foi efetuada no final do
periodo noturno (cerca de 30 min antes das lampadas acenderem) e ap6s 2-2:30
min de iluminagdo (por volta das 9:30 horas). As folhas de 6-8 plantas de cada
gendtipo foram colhidas, formando amostras compostas, as quais foram utilizadas
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em varias determinacées efetuadas de imediato (em material fresco) ou,
posteriormente, sendo no ultimo caso, congeladas em N liquido e guardadas a -
80°C.

Trocas gasosas foliares

As taxas de assimilacao liquida de CO, (A), concentracao interna de CO,
(Cj), condutancia estomatica a vapor de agua (gs) € a taxa de transpiracéo (E)
foram medidas utilizando um analisador portatil de gas por infravermelho (IRGA),
de sistema aberto (CIRAS 1, PP Systems, Inglaterra), sob irradidncia de,
aproximadamente, 700-800 umol m?s™ e cerca de 380 pL de CO, L. Para cada
dia de avaliagdo, ao longo do ensaio, foram feitas medi¢cdes em 5 plantas por
genotipo em cada hora (9:00, 11:00, 13:00, 15:00 e 17:00 h), totalizando 25
medicdes diarias.

Parametros de fluorescéncia da clorofila a

Os parametros da fluorescéncia da clorofila a foram determinados
simultaneamente com medidas de trocas gasosas foliares e, ainda, no final do
periodo noturno (medidas com as folhas adaptadas a escuridao), utilizando um
fluorimetro portatii de amplitude modulada PAM-2000 (H. Walz, Effeltrich,
Alemanha). Nas determinagdes na escuriddo as folhas foram iluminadas com um
feixe de luz de baixa irradiancia (= 1 ymol m? s™), de maneira a assegurar que o
aceitador primario do fotossistema Il (PSIl), a quinona A (Qa), se mantivesse
oxidada, obtendo-se apenas a fluorescéncia da clorofila das antenas designada
fluorescéncia basal ou minima (F,). Em seguida aplicou-se um pulso de luz
branca saturante (de aproximadamente 6.000 pmol m? s™), durante 0,8 s para
obter a emissdo de fluorescéncia maxima (Fn), correspondente ao valor da
fluorescéncia emitida quando todos os centros de reacao se encontram reduzidos
(fechados).

Nas medicOes realizadas durante o dia, em condigdes de equilibrio
dindmico da fotossintese, as folhas amostradas foram iluminadas com cerca de
540 umol m? s™ de luz branca, para obter rendimento de fluorescéncia estavel
(Fs), sobrepondo-se seguidamente pulsos saturantes para obter a fluorescéncia

maxima em condicées de iluminacao (Fn). Posteriormente, a luz actinica foi
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desligada e a iluminacdo vermelho-distante foi aplicada para medir a
fluorescéncia inicial com os centros de reacao abertos (Fy).

Cada planta foi analisada 2 vezes, sendo utilizada na analise estatistica a
média das duas mensuracdes, que assim usa 5 plantas por genétipo e por
horario. A partir das medi¢oes descritas, foram calculados a fluorescéncia variavel
as escuras (Fy = Fn - Fo) e aluz (Fy = Fy - Fy), a eficiéncia fotoquimica potencial
do PSII [FW/Fm = (Fm - Fo)/Fi] € a eficiéncia fotoquimica em condi¢des de equilibrio
dindmico da fotossintese [F,/Fn = (Fm - Fo)/Fn] 0s fatores de amortecimento
(quenching) fotoquimico [gp = (Fm - Fs)/(Fm - Fo)], € ndo-fotoquimico [gne = (Frr -
Fo)/(Fm - Fo)] € a estimativa da eficiéncia quantica do transporte linear de elétrons
[0e = (Fm' - Fs)/Fm] (Krupa et al., 1993; Ruban e Horton, 1995; Demmig-Adams et
al., 1996; White e Critchley, 1999).

Atividade das enzimas do ciclo de Calvin e do metabolismo
respiratério

Na determinacdo da atividade enzimatica foram analisados 4 discos de
0,5 cm?, em cada uma das 4 repeticdes. Os discos foliares foram retirados de 6-8
plantas por genétipo, sendo as amostras prontamente congeladas em N2 liquido e
conservadas a temperatura de -80°C.

Foi efetuada a maceracdo e homogeneizacao da amostra num almofariz
em ambiente com baixa temperatura (em gelo) e utilizando 100 mg PVPP
(antioxidante) e 1 mL de tampao de extracdo 100 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM
MgClz, 10 mM NaHCOs3, 10 mM B-mercaptoetanol, 2 mM DTT, 1% (v/v) Triton X-
100 “complete-protease inhibitor coktail” 2 (v/v) e 10% (v/v) glicerol. Os estratos
foram centrifugados (16.000 g, 20 min, 4°C) e o sobrenadante foi utilizado para a
determinacdo da atividade de enzimas chaves da fotossintese e respiracao a
partir de oxidacdo do NADH a 340 nm a 21°C, num espectrofotdmetro UV-Vis
(Bio-Rad Smart — 3.000) (Maroco et al., 1999). As atividades foram calculadas
conformes formula:

Atividade = [umol NADH m? s = OD/segundo x (1/6,22) x (volume total
na cuvette/volume de amostra na cuvette)/peso fresco]. Sendo OD corresponde a

densidade ética obtida e 6,22 é o valor do coeficiente de absortividade (enaph)-



149

Enzimas do ciclo de Calvin

Para a determinacdo da atividade total da ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (rubisco) foi coletado 30 uL do sobrenadante do estrato,
sendo acondicionado em cuvetes contendo tampao de medida, tampédo 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 15 mM ATP, 0,1 mM NADH, 10 mM fosfo-creatina-cinase, 8 U
mL™" gliceraldeido-3-fosfato hidrogenase, 10 U mL™ fosfogliceraldeido cinase, 12 U
mL™" creatina fosfocinase. A reacdo passou por um periodo de incubagdo de 20
minutos para depois adicionar 0,6 mM de ribulose bifosfato num volume final de 1
mL (Maroco et al., 1999).

Ja na determinacao da atividade da Ru5P Kinase utilizou-se tampéao agua
deionizada tampao 100 mM Tris-HCI (pH 8), 8 mM MgCl,, 40 mM KCI, 20 mM DL-
Dithiothreitol (DTT), 5 mM fosfoenolpiruvato cinase (K-PEP), 2 mM NADH, 1 mM
ATP, 8 U mL™ piruvato cinase, 10 U mL™ D-Lactic dehydrogenase (LDH) e 5 U
mL™" Ru5 fosfoisomerase. Adicionou-se 20 uL de amostra e a reacdo foi iniciada
com adicdo de 5 mM ribulose-fosfato num volume total de 1 mL. Para medir a
atividade deixou-se a amostra, a incubar por 60 segundos (Maroco et al., 1999).

Os calculos da atividade da Rubisco e Ru5P cinase foram calculadas
conforme a férmula:

Atividade = [umol NADH m? s = {OD/segundo x (1/6,22) x volume total
na cuvette}/(volume de amostra na cuvette x 10.000/area)].

O método analitico foi realizado conforme o método de Brooks (1986),
com algumas modificacées especificas para o cafeeiro (Ramalho et al., 1999 e
Maroco et al., 1999).

Enzimas do metabolismo respiratorio

Na determinacdo da atividade da enzima piruvato cinase (PK) utilizou-se
agua desionizada, tampao constituido por 100 mM Tris-HCI (pH 8), 10 mM MgCl.,
0,2 mM NADH, 1 mM frutose-1,6-fosfato, 45 mM ADP, 6,3 U mL"' de lactato
dedidrogenase e 40 uL do sobrenadante. A reacédo foi iniciada com a adicéo de 1
mM fosfoenolpiruvato (PEP), num volume final de 1 mL.

Para a determinagdo da atividade da malato desidrogenase (MDH)
utilizou-se tampéao de medida com 50 mM Tris-HCI (pH 8), 0,1 mM NADH e 20 uL
de extrato, sendo a reacdo iniciada com a adicdo de 0,4 mM de oxalacetato,
completando o volume total de 1 mL (Lopez-Millam et al., 2000).
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Pigmentos fotossintéticos

Para determinacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas e
carotendides) foram coletados 4 discos foliares (0,5 ¢cm?) para cada uma das 8
repeticdes. A coleta do material vegetal foi realizada no final da noite e depois de
2-2:30 min de iluminacao, sendo imediatamente congelado em nitrogénio liquido e
guardado a -80°C. Os discos foliares foram macerados em 2 mL de acetona
(85%) a 4°C, apds as amostras permanecerem 30 min em gelo, de forma a
completar a extracdo dos pigmentos, sendo entdo centrifugadas (12.000 g, 10
min, 4°C) e filtradas (filtros de nylon, 0,45 um).

A quantidade de clorofilas e carotendides totais foi estimada por
espectrofotometria em acetona a 80%, utilizando os coeficientes de Lichtenthaler
(1987).

Para a separacdo, identificacdo e quantificacdo dos carotendides por
HPLC (Beckman, System Gold, EUA, com detector de fotodiodos) utilizou-se uma
analise de fase reserva, com uma coluna Cig, 5 ym Spherisorb ODS (250 x 4,6
mm), acoplada a uma pré-coluna do mesmo material. A determinagéo foi efetuada
a 440 nm e a eluicdo dos pigmentos decorreu a 23-24°C, durante 23 min, com
uma taxa de fluxo de 0,8 mL min™', usando um gradiente otimizado nao-linear de
25-100% de acetato de etilo numa solugdo de acetonitrilo/agua (9:1, v/v),
contendo 0,1% trietilamina, conforme otimizado para cafeeiro (Ramalho et al.,
1997). A sequiéncia do procedimento foi a seguinte: 0-10,5 min, gradiente linear
25-41% de acetato de etilo; 10,5-20 min, gradiente linear 41-100% de acetato de
etilo; 20-23 min, isocratico com 100% de acetato de etilo. A coluna foi entao
reequilibrada durante 5 min na mistura inicial.

Os carotendides foram quantificados através do uso de padrées. O estado
de deepoxidacao [DEPS = (0,5A + Z2)/(V + A + Z)] foi calculado envolvendo os
componentes do ciclo das xantofilas, anteraxantina (A), violaxantina (V) e

zeaxantina (Z), conforme descrito por Schindler et al. (1994).

Analise de acucares soluveis

O procedimento de andlise baseou-se no método de Damesin e Lelarge
(2003), com pequenas alteragbes de otimizagédo para o cafeeiro. Homogeneizou-
se, aproximadamente, 100 mg de folha em 2 mL de agua pura e fria com PVPP
(antioxidante), permanecendo os homogenatos em tubos Eppendorf durante 20
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min, a 4°C, com agitacdo. Em seguida, foi realizada centrifugacéo (12000 g, 5
min, 4°C), transferindo-se o sobrenadante para outro tubo Eppendorf, que foi
colocado seqlencialmente num “banho maria” a 100°C por 3 min e no gelo
durante 6 min. As amostras foram de novo centrifugadas (12000 g, 15 min, 4°C),
aproveitando-se o sobrenadante que foi filtrado (filtro de nylon, 0,45 pm) para o
vial do HPLC (Cromatografia liquida de alta performance), sendo conservadas a -
20°C até o processamento em HPLC.

As amostras foram injetadas em HPLC (Waters, EUA), equipado com
detector refratométrico (Waters, 2414) e coluna Sugar-Park1 (Waters, 300 x 6,5
mm) em forno a 90°C. Utilizou-se como eluente H>O ultrapura, contendo EDTA-
Ca a 50 mg L, com fluxo de 0,5 mL minuto™, isocratico. O volume de injecéo foi
de 80 pL, com 22 minutos de tempo de corrida por amostra. A identificacdo de
cada acucar foi feita com padrdes de concentragcdo conhecida, usando para
quantificacdo as areas dos picos no cromatograma. Foram realizadas 4
repeticdes por tratamento.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia num esquema fatorial
(gendtipo vs. temperatura, incluindo o periodo de recuperacdo) (P = 0,05).
Utilizou-se o teste Tukey para comparacao entre as médias, para um nivel de
confianca de 95%.

RESULTADOS

Trocas Gasosas

De maneira generalizada, nos trés genétipos houve decréscimos nas
taxas de fotossintese liquida (Figura 1A) e condutancia estomatica (Figura 1B) e
aumento da concentracdo interna de CO; (Figura 1C), com a imposicao de baixas

temperaturas positivas. Contudo, esses valores apresentaram tendéncia de voltar
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aos resultados inicias, com o passar dos dias de recuperagao, a temperatura de
25/20°C.

Maiores valores de fotossintese liquida (A) foram encontrados no Conilon
clone 153 na ocasiao do controle e até a temperatura de 18/13°C. Na temperatura
de 13/8°C e no cilho de 13/4°C as taxas foram iguais para todos os gendtipos,
apresentando valores negativos no final do ciclo de baixas temperaturas e no 1°
dia de recuperacao. Do 7° ao 14° dia de recuperacao as taxas foram iguais entre
o Catucai IPR 102 e o clone 153, entretanto, ambos os gendtipos apresentaram
taxas superiores ao clone 02 (Figura 1A).

Os trés gendétipos apresentaram queda similar da A, com a queda da
temperatura, contudo o Catucai apresentou rapida recuperacao (valores similares
ao de controle) ja no 7° dia ap6s o estresse rigoroso. Apesar de o clone 153 nao
apresentar recuperacao plena, a A foi de 75,2% no 14° dia em relacdo ao
controle, enquanto o clone 02 apresentou apenas 51,7% de recuperagao,
portanto, fortemente atingido pelas baixas temperaturas.

O comportamento da condutancia estomatica (gs) foi similar ao da
evapotranspiracao (E) (Figura 1BD). Ambas as caracteristicas e a concentragao
interna de CO, (C)) foram similares entre os trés genétipos com decorrer da queda
da temperatura e dias de recuperagdo. Entretanto, no Catucai ocorreu queda
mais acentuada de gs na temperatura de 21/16°C e 18/13°C em comparacao aos
clones do Conilon, contudo a C; apresentou menor aumento. Os valores de gs € E
depois do 10° dia apresentaram recuperacdo nos trés gendtipos, atingindo,
inclusive, valores superiores aos iniciais no Catucai e clone 153, porém a C; ndo

retornou aos valores iniciais (Figura 1BC).
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Figura 1. Fotossintese liquida - A (A), condutadncia estomatica - gs (B),
concentragéo interna de CO, - C; (C) e evapotranspiragédo - E (D) em
diferentes genoétipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual
de temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos de
recuperacado (Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias). Cada valor
médio é proveniente de 25 repeticdes. As barras representam o erro
padrao da média.

Nota: DMS = Diferenga minima significativa. CV = Coeficiente de
variacao.

Enzimas da carboxilacao e da respiracao

As enzimas do ciclo de Calvin, ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase (rubisco) e ribulose-5-fosfato cinase (Ru5PK), envolvidas,
respectivamente, na fase de carboxilacdo e de regeneracao de Ciclo de Calvin-
Benson apresentaram, em geral, diminuicdo de atividade com a queda da
temperatura nos 3 gendtipos (Tabela 1). No que diz respeito a rubisco, o Catucai
e o clone 153 mostram a mesma tendéncia de descida até 13/8°C. Contudo, o
clone 153 apresentou recuperacao total ao 7° dia apds as baixas temperaturas,
enquanto o Catucai mostrou um minimo (para 57% da atividade do controle) a
3x13/4°C, mas recupera totalmente no periodo de recuperacao. Ja o clone 102
apenas foi significativamente afetado a 3x13/4°C, mas apresentou apenas 53% da
atividade do controle.

A Ru5PK foi significativamente afetada a 13/4°C e 3x13/4°C em Catucai,
recuperando totalmente ao 7° dia de recuperacdo. O clone 153 também

apresentou decréscimos significativos nessas temperaturas, mas a afetacao
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permaneceu ainda no 7° dia de recuperacdo e, no final do experimento,
apresentou uma recuperacao incompleta (85% do controle). O clone 02 torna a
indicar um padrao distinto, sendo significativamente afetado apenas no 7° dia de
recuperacao onde registrou 57% da atividade do controle (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade enzimatica (umol s' g de massa seca) em folhas coletadas
depois de 2 horas de iluminagao, em diferentes genotipos de Coffea sp.
submetidos a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até 13/8°C),
durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e
posterior periodos de recuperagao (Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14
dias). Cada valor médio € proveniente de 4 repeticdes.

Genotipo Temperaturas e dias de recuperacao

25/20°C 18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec

Rubisco Catucai 0,186Aab 0,121Ac 0,135ABbc 0,107ABc  0,238Aa 0,191Aab
CV:19,25 Clone 02 0,147Aa 0,124Aab 0,156Aa 0,078Bb 0,151Ba 0,154ABa
Clone 153 0,155Aab  0,095Ac 0,102Bbc 0,138Aabc 0,159Ba 0,109Babc

Ru5PK Catucai 0,816Ab 0,877Ab  0,604Ac 0,510Bc 0,824Ab 1,096Aa
CV:14,53 Clone 02 0,790Aab 0,601Bbc 0,775Aab  0,726Aab  0,450Bc 0,862Ba
Clone 153 0,844Aa 0,694Bab 0,402Bc 0,492Bbc  0,455Bc 0,715Ba

MDH Catucai 1,002Ab 0,757Ab  1,925Aa 1,955Aa 2,291Aa 1,868Aa
CV:19,79 Clone 02 0,906Abc  0,449Ac 0,979Bbc  1,353Bb 1,036Bb 1,929Aa
Clone 153 0,853Acd 0,639Ad 1,026Bbcd 1,252Bbc  2,099Aa 1,400Bb

PK Catucai 0,269Abcd 0,251Acd 0,360Abc  0,394Bb 0,540Aa 0,199Ad
CV:23,76 Clone 02 0,158Bc 0,166Ac  0,211Bbc  0,509Aa 0,336Bb 0,238Abc
Clone 153 0,216ABa 0,178Aa  0,236Ba 0,176Ca 0,284Ba 0,202Aa

Médias seguidas por mesma letra maiuscula, na coluna, e por mesma letra
mindscula, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Nota: CV = Coeficiente de variacdo, Rubisco = Ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase, Ru5PK = Ribulose-5-fosfato cinase, MDH = Malato
desidrogenase e PK = Piruvato cinase.

Deve-se destacar, ainda, que ao 7° dia de recuperacdo o Catucai
apresentou uma atividade da rubisco e da Ru5PK significativamente mais elevada
que os 2 clones de Conilon, fato que se verificou ainda para a RuSPK a 18/13°C e
no fim do experimento.

Com a queda da temperatura, as enzimas malato desidrogenase (MDH) e
piruvato cinase (PK), envolvidas na glicdlise do processo respiratorio
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apresentaram um padrao de afetacao distinto do observado nas enzimas do ciclo
de Calvi-Benson (Tabela 1). A MDH mostrou reducao a 18/13°C (entre 25 e 50%)
para 0s 3 gendtipos, mas se recuperou totalmente nas temperaturas seguintes
para valores superiores ao do controle. O Catucai destacou-se, pois apresentou
valores de atividade proximos do dobro do controle de 13/8°C até ao fim do
experimento, mesmo durante a fase de estresse mais severo. Por isso apresentou
também valores significativamente superiores aos dos gendtipos de Conilon a
13/82C e 3x13/4°C.

A piruvato cinase (PK) apresentou valores estatisticamente similares entre
0s genodtipos na temperatura de 18/13°C e ao fim da recuperacdo. Contudo,
enquanto no clone 153 apenas se registraram flutuagcdes nao significativas ao
longo do experimento, nos outros 2 genoétipos foram observadas grandes
variagdes. O Catucai apresentou subidas moderadas a 13/8°C (34%) e 3x13/4°C
(46%), mas duplicou o valor de atividade ao 7° dia de recuperacdo. Ressalta-se,
ainda que durante a imposicdo de condicdes de baixas temperaturas o Catucai
apresentou os maiores valores de atividade, exceto apds os ciclos a 13/4°C. Ja o
clone 02 apresentou os maiores aumentos a 3x13/4°C (222%) e no 7° dia de
recuperagao (113%), mantendo ainda uma atividade cerca de 50% superior ao

controle no fim do experimento (Tabela 1).

Fluorescéncia da clorofila a

A eficiéncia maxima fotossintética do PSII (F./Fn) e fluorescéncia maxima
da clorofila a (Fn) apresentaram fortissimas reducées com o abaixamento da
temperatura, atingindo minimos apds os ciclos de 13/4°C e no 1° dia de
recuperacao, que representavam cerca de 14% (Conilon) e 20% (Catucai) dos
respectivos valores controle. Apenas a partir do 3° dia de recuperacao se observa
um aumento dos valores, obtendo-se uma recuperacéo plena a partir do 10° dia
nos 3 gendtipos que se comportaram de forma similar (Figura 2AB). No clone 02,
apesar da recuperacao do F,/Fn, observa-se que os valores de F, (e Fo)
estabilizaram a partir do 7° dia de recuperagdo, mas sem nunca alcangcarem o
valor igual ao controle, contrariamente ao que se observa nos outros genétipos.

Excetuando a temperatura de 21/16°C para os 3 genoétipos e o 12 dia de
recuperacdo para o clone 02, os valores de F, ndo apresentaram queda
significativa com a imposicdo de baixas temperaturas (Figura 2C). Durante a
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submisséo a baixas temperaturas F, ndo apresentou variagdes significativas, mas
apresentou tendéncia para aumentar no 3° (Catucai e clone 153) e 7° (Catucai)
dias de recuperacdo. F, apresentou valores superiores em Catucai entre a
temperatura de 18/13°C e fim do ciclo de 13/4°C e a partir do 3° dia de
recuperacao em comparacao aos dois clones do Conilon. No clone 02 verifica-se
que o F, acabou por estabilizar os valores cerca de 25-30% inferiores ao controle.
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Figura 2. Fluorescéncia minima - F, (A), eficiéncia maxima fotossintética do PSII -
FW/Fm (B) e fluorescéncia maxima de clorofila a - F, (C) em diferentes
genotipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos de recuperacao
(Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias). Cada valor médio é
proveniente de 5 repeticdes. As barras representam o erro padrdao da
média.

Nota: DMS = Diferenga minima significativa. CV = Coeficiente de
variacao.

Nos 3 gendtipos, a eficiéncia fotoquimica do PSII em condigbes de
equilibrio dinamico da fotossintese (F./Fn) e quenching fotoquimico (qgp)
diminuiram com a queda da temperatura, vindo o F,/F atingir valores similares
ao controle no 7° dia de recuperacao (Figura 3AB). Os valores do coeficiente de
amortecimento nao-fotoquimico (qne) diferiram significativamente dos observados
no controle apenas no fim do ciclo de temperaturas de 13/4°C e no 1° dia de
recuperacao nos trés gendotipos (Figura 3C).

Por outro lado, foi possivel observar uma queda significativa da estimativa
da eficiéncia quantica do transporte linear de elétrons (¢.) em todos os genétipos,
logo a 21/16°C, que se acentuou até aos ciclos de 13/4°C. Apéds o tratamento de
estresse mais severo, observou-se uma recuperacao gradual deste parametro.
Desta forma, o Conilon clone 153 apresentou valores de ¢, sem diferenca
estatistica para o controle no 7° e 14° dias de recuperacao e o clone 02, no 7% e
10° dias de recuperacdo, enquanto Catucai apenas atinge esse nivel de
recuperacao ao 10° dia (Figura 3D).
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O comportamento da fluorescéncia inicial com centros de reacao abertos
(For), bem como a fluorescéncia maxima com sitios abertos (Fn,) foi semelhante,
apresentando queda com a imposicao do estresse. Entretanto, tais caracteristicas
atingiram valores similares ao controle ja no 3° dia de recuperagdo no Catucai.
Porém, ao término da recuperagdo, valores similares ao controle ndo foram
atingidos nos dois clones de Conilon (Figura 3EF). No Catucai, o valor de F, foi
maior que os outros dois genétipos no 3¢, 7° e 10° dia de recuperacgao.
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Figura 3. Eficiéncia fotoquimica do PSIl - F./Fn (A), coeficientes de

amortecimento fotoquimico - gp (B) e nao-fotoquimico - gnp (C),
estimativa da eficiéncia quantica do transporte linear de elétrons - ¢.
(D), fluorescéncia inicial com os centros de reacao abertos - Fo (E),
fluorescéncia maxima com sitios abertos - F, (F) em diferentes
gendtipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos de
recuperacado (Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias). Cada valor
médio é proveniente de 25 repeticdes.

Nota: DMS = Diferenga minima significativa e CV = Coeficiente de
variacao.

Pigmentos fotossintéticos

A clorofila a e b, bem como o somatério das duas clorofilas apresentaram
reducdo com a queda acentuada da temperatura nos trés gendétipos estudados
(Tabela 2). Contudo, nos gendétipos de Conilon, a relacao Clorofila (a/b) foi
igualmente afetada, indicando que a clorofila a foi mais afetada. No final do
periodo de recuperacdo, a clorofila a e o somatério da clorofila a e b foram
inferiores no Conilon clone 02, em comparacao aos outros dois genétipos
estudados, registrando-se esse genotipo apenas 38% do valor do controle. Houve
aumento significativo da relacdo Clorofila (a/b), indicando uma degradacéao
preferencial da clorofila b nessa fase do experimento (Tabela 2).

O Catucai manteve a concentracdo de clorofila (rondando os 70% do
controle) ap6s 13/8°C, enquanto o clone 153 apresentou uma situacao intermédia
de afetacdo. Ja no que respeita aos carotenoides totais, Catucai manteve um
valor relativamente estavel (entre 85-90% do controle) apds 13/8°C, enquanto os
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outros dois genoétipos apresentam queda, mesmo apds o ciclo de baixas
temperaturas (Tabela 2). A relacéo (clorofilas totais/caratendides totais) diminui
com a queda da temperatura, porém essa relacao recuperou para valores iniciais
ja no 72 dia no Conilon 153, devido a sintese de clorofila (ja que os carotendides
nao se alteraram ap6s os 3 ciclos de 13/4°C). Catucai mantém esta relacao
devido a manutencao dos teores de clorofila e carotendides, enquanto os clones
de café Conilon mantém essa relacdo, mas apenas porque a degradacao de
clorofilas e carotendides é proporcional (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragao de clorofilas e caratenoides totais e razao entre clorofila
a e b e entre clorofilas totais e caratendides totais em folhas em
diferentes genoétipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos de recuperacao
(Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias). Cada valor médio é
proveniente de 8 repeticdes.

- Genétipo Temperaturas e dias de recuperacao

- - 25/20°C  18/13°C  13/8°C  3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
Clorofila a Catucai 3,40Ba 3,33Aa 2,40Bb 2,38Ab 2,31Bb 2,53Ab
CV:17,85 Clone 02 3,70Ba 3,39Aa 2,37Bb 2,02Abc 1,47Cc 1,49Bc
- Clone 153  4,45Aa 3,36Ab  3,37Ab  2,40Ac 2,96Abc  2,81Abc
Clorofila b Catucai 1,34ABa  1,37Aa  0,96ABb 0,98Ab 0,91Ab  0,90Ab
CV:19,86 Clone 02 1,21Ba 1,16Aa 0,84Bb  0,73Bb 0,44Bc  0,39Bc
- Clone 153  1,49Aa 1,14Ab  1,16Ab  0,88ABb 0,97Ab  0,96Ab
Clorofila a+b Catucai 4,74Ba 4,70Aa 3,37Bb 3,36Ab 3,22Ab 3,43Ab
CV: 18,18 Clone 02 4,91Ba 4,55Aa 3,21Bb 2,75Abc 1,91Bc 1,88Bc
- Clone 153 5,94Aa 4,50Ab 4,53Ab 3,27Ac 3,983Abc  3,77Abc
Clorofila a/b Catucai 2,53Bb 2,44Bb 2,51Bb  2,43Bb 2,63Cab 2,84Ba
CV:6,59 Clone 02  3,05Ac 2,94Ac  2,83Ac 2,80Ac 3,44Ab  3,89Aa
- Clone 153 3,01Aab  2,95Aab 2,91Aab 2,76Ab 3,08Ba  2,93Bab
Caratenoides Totais Catucai 1,42ABab 1,44Aa 1,14Bc 1,28Aabc  1,19Abc 1,18Abc
CV: 14,28 Clone 02 1,29Ba 1,24Aa 1,12Ba 1,19Aa 0,81Bb 0,77Bb

- Clone 153 1,55Aa 1,24Abc  1,37Aab  1,14Abc 1,09Ac 1,02Ac

Clorofilas/Caratendides  Catucai 3,35Ba 3,26Bab 2,94Bbc  2,61Ac 2,68Bc 2,90Bbc
CV:8,17 Clone 02  3,79Aa 3,63Aa  2,87Bb 2,27Bc 2,35Cc  2,43Cc
- Clone 153  3,84Aa 3,62Aab  3,32Ab 2,83Ac 3,58Aab  3,68Aab

Médias seguidas por mesma letra maiuscula, na coluna (comparagdo entre
genoétipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperacao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variacao.
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Tendo em conta as alteragcdes nos niveis de carotendides totais, levou-se
a cabo uma analise mais profunda (por HPLC) sobre possiveis variacbes de
carotenos e xantofilas considerados individualmente. Assim, no que diz respeito a
analise de amostras foliares recolhidas em condicées de iluminagao verifica-se
gueda da neoxantina e da luteina ap6s 3x13/4°C, ndo havendo recuperagao para
os valores iniciais durante o periodo de recuperacdo. De fato, no caso da luteina
(um importante pigmento fotoprotetor), observa-se um decréscimo apés o fim do
estresse, com os valores minimos a serem registrados no fim do experimento. Os
valores de luteina no Conilon clone 02 foram inferiores em todos os periodos
avaliados em relacédo ao Catucai IPR 102.

No clone 02 os valores de neoxantina foram inferiores ao Catucai em
cinco periodos avaliados e ao clone 153 em quatro periodos (Tabela 3),
observando-se uma forte reducédo no clone 02 durante o periodo de recuperagéao,
onde foi atingido um minimo de 21% do controle.

A quantidade de a e f - caroteno, bem como o somatério de ambas as
concentracdes apresentaram queda significativa com a imposicdo do estresse,
em todos os gendtipos. Contudo o o - caroteno foi preferencialmente afetado
atingido minimos de 14% (Catucai), 6% (clone 02) e 24% (clone 153) apds os
ciclos de 13/4°C, enquanto o 3 - caroteno mostrava os minimos de 43% (Catucai),
40% (clone 02) e 50% (clone 153) na mesma altura. Tal afetacdo diferencial levou
a uma significativa descida da relagdo (o/p) caroteno. Apds o fim de estresse,
foram observadas recuperacdes significativas das concentracdes de carotenos (e
da sua relacéo) no clone 153 (apartir do 7° dia de recupracao) e Catucai (apenas
no 142 dia), vindo apenas o Conilon clone 153 a atingir valor de « - caroteno igual
ao controle no fim do periodo de recuperagéao. O valor de B - caroteno no clone
153 foi sempre maior que os outros dois gendtipos avaliados (Tabela 3).

Com a queda da temperatura houve aumento da zeaxantina e da DEPS e
queda da anteraxantina e violaxantina. Contudo, o valor conjunto dos pigmentos
envolvidos no ciclo das xantofilas (violaxantina + anteraxantina + zeaxantina)
apenas aumentou a 13/8°C no clone 153, mostrando decréscimos significativos
em Catucai desde 18/13°C até ao fim do experimento e a 18/13°C, 13/8°C a aos
14 dias de recuperacao para o clone 02. Em Catucai, o decréscimo da soma de
(violaxantina + anteraxantina + zeaxantina) tera sido compensado com um teor

mais elevado do conjunto destes pigmentos (e da sua conversdao em zeaxantina
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com correspondente subida de DEPS), ocasionando em aumento dos valores da
zeaxantina tenham sido maiores em comparacao ao clone 02 durante quase todo

0 experimento e superiores aos do clone 153 até 13/8°C (Tabela 3).

Tabela 3. Pigmentos fotossintéticos e fotoprotetores (ug g’ de massa seca) em
folhas coletadas depois de 2 horas de iluminagdo, em diferentes
genotipos de Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de
temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de
temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos de recuperacao
(Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias). Cada valor médio é
proveniente de 8 repeticdes.

- Genotipo Temperaturas e dias de recuperacgao

- - 25/20°C 18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec
Neoxantina Catucai 170,6Aa 118,9Ab 86,7Ac 87,0Ac 112,8Ab 82,8Ac
CV: 19,31 Clone 02 121,9Ba 107,8Aa 67,4Bb 47,9Bbc 43,8Cc 25,8Bc

- Clone 153 91,7Ca 69,5Babc  75,1ABabc  60,0Bc 86,9Bab 67,6Abc
Violaxantina Catucai 58,3Bb 17,8ABd 8,8Ad 8,1Ad 73,4Aa 37,4Ac
CV: 28,25 Clone 02 95,1Aa 25,1Ac 6,8Ade 5,0Ae 43,7Bb 19,4Bcd
- Clone 153 55,6Ba 13,1bc 9,4Ac 6,5Ac 63,5Aa 34,0Ab
Anteraxantina  Catucai 118,8Aa 66,3Ab 40,2Ac 42,4Ac 77,8Ab 74,6Ab
CV:15,57 Clone 02 88,0Ba 49,7Bb 32,2Ac 35,4ABc 44,5Bbc 41,4Cbc
- Clone 153 81,4Ba 41,8Bbc 34,9Acd 26,3Bd 53,0Bb 53,1Bb
Luteina Catucai 718,4Aa 558,1Ab 444 5Acd 486,6Abcd 517,3Abc  409,2Ad
CV:15,00 Clone 02 473,8Ba 447,0Bab  358,2Bbc 375,9Bbc 294,7Ccd  234,0Bd
- Clone 153 516,1Ba 421,7Bab  509,9Aa 413,8ABb  398,5Bb 339,5Ab
Zeaxantina Catucai 235,5Ab 268,6Aab  238,3Bb 284,5Aa 109,3Ad 163,0Ac
CV: 15,86 Clone 02 93,4Cd 151,0Cbc  189,9Cb 236,9Ba 80,2Ad 117,2Bcd
- Clone 153  180,3Bc 223,3Bbc  301,3Aa 255,9ABb 111,0Ad 183,5Ac
DEPS Catucai 0,71Ab 0,85Aa 0,90Aa 0,91Aa 0,56Ac 0,73Ab
CV:6,29 Clone 02 0,50Bd 0,78Bb 0,90Aa 0,92Aa 0,61Ac 0,78Ab
- Clone 153  0,69Ac 0,88Aa 0,92Aa 0,93Aa 0,60Ad 0,77Ab
V+A+Z Catucai 412,7Aa 352,8Ab 287,3Bc 335,0Ab 260,4Ac 275,1Ac
CV: 11,85 Clone 02 276,5Ca 225,7Cb 228,9Cb 277,2Ba 268,4Bc 177,9Bc
- Clone 153 317,2Bab 278,2Bb 345,6Aa 288,7Bb 227,5Ac 270,6Abc
a-Caroteno Catucai 59,6Ba 34,2Bb 13,5Bc 8,2Ac 11,6Bc 26,8Bb
CV:23,18 Clone 02 88,2Aa 61,9Ab 22,5Ac 5,5Ad 10,4Bd 14,0Ccd
- Clone 153  48,3Ca 35,9Bb 22,1Ac 11,8Ad 36,5Ab 40,9Aab
B-Caroteno Catucai 157,0Ba 110,4Bb 73,9Bb 68,4Bd 86,4Bcd 103,3Bbc
CV:14,09 Clone 02 165,2Ba 123,0ABb  70,3Bcd 65,6Bd 78,2Bcd 89,1Bc

- Clone 153  201,4Aa 138,4Ab 134,2Ab 100,9Ac 141,5Ab 133,6Ab
o+B Caroteno  Catucai 216,6Ba 144,6Bb 87,4Bc 76,6Bc 98,0Bc 130,1Bb
CV:14,37 Clone 02 253,4Aa 184,8Ab 92,8Bcd 71,1Bd 88,5Bcd 103,1Cc
- Clone 153 249,7Aa 174,3Ab 156,3Ab 112,6Ac 178,0Ab 174,5Ab
o/p Caroteno Catucai 0,38Ba 0,31Bab 0,18Bcd 0,12Ad 0,13Bd 0,26Abc
CV: 22,51 Clone 02 0,54Aa 0,53Aa 0,32Ab 0,08Ac 0,13Bc 0,16Bc

- Clone 1563  0,24Aab 0,26ba 0,16Bbc 0,11Ac 0,26Aa 0,31Aa

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna (comparagdo entre
genoétipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperagao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variacdo e DEPS = Estado de
deepoxidacao envolvendo os componentes do cilho da zeaxantina.
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A fim de complementar os dados sobre pigmentos fotoprotetores foram
também recolhidas amostras foliares no final do periodo noturno, isto €, com as
folhas adaptadas a escuridao. Observou-se um aumento da concentracdo de
zeaxantina e do valor de DEPS com a queda da temperatura, nos 3 genotipos
estudados (Tabela 4). Paralelamente, os valores seguem os encontrados durante
o dia, contudo, em menores quantidades, vindo, portanto, o Catucai apresentar
maiores valores de zeaxantina em comparacao ao clone 02 em 50% dos periodos
amostrados e em relagdo ao clone 153 nas temperaturas de 13/8°C e 3x13/4°C.
No periodo de recuperacao deixa de haver retencédo noturna de zeaxantina (com
consequente decréscimo do DEPS), sendo os valores observados neste periodo

significativamente inferiores aos dos respectivos controles.

Tabela 4. Zeaxantina (ug g’ de massa seca) e DEPS em folhas coletadas no final
do periodo noturno, em diferentes gendétipos de Coffea sp. submetidos
a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C até 13/8°C), durante 24
dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C (3x13/4°C) e posterior periodos
de recuperacao (Rec) a 25/20°C (ao fim de 7 e 14 dias).

- Genotipo Temperaturas e dias de recuperacao
- - 25/20°C 18/13°C 13/82C 3x13/42C 7 Rec 14 Rec
Zeaxantina  Catucai 65,1Bd 111,8Ac  148,5Ab 193,3Aa 35,7Ae  37,1ABe

CV: 14,84 Clone 02 46,8Cd 81,9Bc 137,8Ab 177,1Ba 38,8Ad 28,2Bd
- Clone 153  89,8Ac 116,2Ab  105,9Bbc  170,8Ba 32,9Ad 45,4Ad

DEPS Catucai 0,44Bd 0,62Bc 0,74ABb 0,80Ba 0,33Be  0,32Be
CV: 7,21 Clone 02 0,44Bd 0,62Bc 0,76Ab 0,85Aa 0,45Ad  0,40Ad
- Clone 153  0,49Ac 0,67Ab 0,70Bb 0,87Aa 0,31Be  0,40Ad

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna (comparagdo entre
genotipos), e por mesma letra mindscula, na linha (comparacdo entre
temperaturas e dias de recuperacao), nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. CV = Coeficiente de variacdo. DEPS = Estado de
deepoxidacao envolvendo os componentes do cilho da zeaxantina.

Quantificacao de acucares soluveis

De modo geral, observaram-se alteracbes significativas nas
concentracdes de diversos acucares ao longo da imposicdo das condicoes de
baixas temperaturas, mas também no periodo de recuperacao (Tabela 5).
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Tabela 5. Concentracdo de aglcares sollveis (mg g' de massa seca) em folhas
coletadas depois de 2 horas de iluminacao, em diferentes gendétipos de
Coffea sp. submetidos a decréscimo gradual de temperatura (25/20°C
até 13/8°C), durante 24 dias, 3 ciclos de temperatura de 13/4°C
(3x13/4°C) e posterior periodos de recuperacao (Rec) a 25/20°C (ao
fim de 7 e 14 dias). Cada valor médio é proveniente de 4 repeticoes.

Gendtipo Temperaturas e dias de recuperacao

25/20°C  18/13°C 13/8°C 3x13/4°C 7 Rec 14 Rec

Estaquiose  Catucai 25,8Ac  37,6Ab 51,8Aa  34,5Bbc 32,4Bbc  26,4Bc
CV: 14,97 Clone02 15,1Bc  20,6Bbc  28,6Bab 26,6Bab 259Bab  33,3Ba
Clone 153 14,9Bd  37,8Ac 445Abc  50,2Aab  58,4Aa 52,8Aab

Rafinose Catucai 23,2Ac 27,8Aabc  36,1Aa 33,2Aab 31,2Babc  26,2ABbc
CV: 15,19 Clone 02 28,4Abc 28,1Abc 30,2Abc  23,8Bc 41,8Aa 32,7Ab
Clone 153 14,4Bb 13,0Bb 14,6Bb 16,8Cab  24,4Ba 24,4Ba

Sacarose Catucai 47 9Bbc 48,2Bbc 40,5Acd 54,2Aab 36,6Bd 61,2Aa

CV: 8,63 Clone 02 719Aa 59,1Ab 42 4Ad 43,4Bd 54,4Abc 49,0Bcd
Clone 153 74,3Aa 51,8ABb  42,0Ac 47 3ABbc 51,4Ab 53,5Bb
Glicose Catucai 14,7Ac 16,2Ac 21,9Aa 20,1Aab 17,4Bbc 17,6Bbc

CV: 10,54 Clone 02 13,8Ac  16,8Abc 18,2Bab 18,0Aab  21,0Aa 21,1Aa
Clone 153 6,03Bc  6,70Bc 6,38Cc 8,63Bbc 13,7Ca 10,3Cb

Frutose Catucai 12,9Ad 17,3Ac 25,4Ab 31,9Aa 18,7Bc 19,1Ac
CV: 6,87 Clone 02 12,9Ac 15,9Ab 17,3Bb 20,7Ba 21,6Aa 20,2Aa
Clone 153 8,89Bc 8,61Bc 8,51Cc 10,7Cbc 13,4Ca 12,4Bab

Arabinose Catucai 5,39ABc  7,46Ab 7,88Ab 11,3Aa 10,9Aa 8,13Ab
CV:10,75 Clone 02  4,62Bd  5,73Bcd 7,19Abc  9,61Ba 8,40Bab  6,85Abc
Clone 153 5,94Aab 4,53Bb 4,95Bab 6,31Ca 6,47Ca 5,16Bab

Manitol Catucai 562Bd  14,1Ac 23,9Ab  38,0Aa 12,8Bc 8,33Cd
CV: 9,06 Clone02  7,83Be 9,81Bde 12,6Ccd 20,1Bb 23,1Aa 13,5Bc
Clone 1563 10,6Ac  14,3Ab 15,0Bb 18,0Ba 10,5Bc¢ 16,1Aab

Médias seguidas por mesma letra mailscula, na coluna, e por mesma letra
mindscula, na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV = Coeficiente de variagao.

A concentracdo de estaquiose alterou significativamente, de forma
gradual, com a queda da temperatura nos 3 genétipos, com aumentos maximos
de 100% para Catucai, 89% para o clone 02 (ambos a 13/8°C) e 237% no clone
153 (3x13/4°C). Contudo, enquanto Catucai mostrou uma recuperacao total ao fim
de 14 dias os clones de Conilon mantiveram (ou aumentaram ainda mais) os

niveis de estaquiose observados durante o periodo de baixa temperatura.
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A rafinose apresentou aumento com a queda da temperatura apenas em
Catucai (aumento maximo de 55% a 13/8°C), observando-se um decréscimo apds
o fim do estresse para valores que nao diferem estatisticamente do controle ao
fim de 14 dias de recuperacao. Nos clones de Conilon a rafinose aumenta apenas
no periodo de recuperacao (Tabela 5).

As concentragbes de sacarose em Catucai mostraram uma certa
estabilidade, pois apresentaram variagdes nao significativas durante a imposicao
de baixas temperaturas, até ao 7° dia de recuperacao, apenas aumentando (28%)
no fim do experimento. Por outro lado, os clones de Conilon apresentaram quedas
significativas da concentragdo da sacarose logo a partir de 18/13°C, com minimos
de 59% (clone 02) e 56% (clone 153) a 13/8°C. Posteriormente, registram-se
algum aumento desses valores, sem nunca se atingir os valores de controle
(Tabela 5).

Os valores de glicose e frutose apresentam variagdes semelhantes em
cada um dos gendtipos. No Catucai, registraram-se aumentos significativos
durante a imposicdo das condicdes de baixas temperaturas, com aumentos
maximos de 49% a 13/8°C para a glicose e 147% para a frutose a 3x13/4°C.
Durante o periodo de recuperacao os valores decresceram, mas apenas os de
glucose se assemelharam ao controle no fim do experimento. No clone 02
também se observaram aumentos com a baixa temperatura de cerca de 32% para
a glicose (13/8°C) e de 60% para a frutose (3x13/4°C). Contudo, durante o
periodo de recuperacao este gendtipo manteve (frutose) ou aumentou ainda mais
(glicose) esses valores. O clone 153 também apresentou aumentos destes
acucares no periodo de recuperagdao, mas nao mostrou alteracées significativas
com a baixa temperatura. Nota-se, ainda, que este gendtipo apresentou sempre
concentracdes de glicose e frutose inferiores aos outros dois gendétipos (Tabela
5).

A arabinose apresentou aumento da concentracdo com a queda da
temperatura em Catucai e no clone 02, atingindo em ambos cerca do dobro do
valor de controle a 3x13/4°C. Estes valores apresentaram uma recuperacao
parcial apenas ao 142 dia de recuperacao. Ja no clone 153 ndo houve alteracoes
significativas ao longo de todo o experimento (Tabela 5). Observa-se maiores
valores no Catucai na temperatura de 18/13°C, 3x13/4°C e aos 7 dias de
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recuperacado em comparagao aos outros dois gendtipos e, exceto no controle, o
clone 153 mostrou os menores valores de arabinose.

O manitol apresentou variagdes significativas ao longo do experimento
nos 3 gendtipos, com a imposicdo de baixas temperaturas. Este foi o acucar
soluvel com maior alteracdo percentual em Catucai, registrando-se aumentos
significativos de 125% a 588% entre 18/13°C e 3x13/4°C. Nesta ultima
temperatura Catucai apresentou cerca do dobro do valor observado nos clones de
Conilon, quando no controle apresentava o menor valor de manitol. Ainda em
Catucai, no periodo de recuperacgao os valores decresceram gradualmente até ao
nivel dos observados no controle. Também nos clones de Conilon se observou
forte aumento de manitol com a queda da temperatura, registrando-se aumentos
de 157% (clone 02) e 70% (clone 153) apds os ciclos de 13/4°C. Contudo, nestes
genotipos, apesar de acentuada queda no periodo de recuperacdo, nao foram
atingidos os valores similares aos iniciais no final do experimento (Tabela 5).

DISCUSSAO

Trocas Gasosas

O fechamento estomatico é freqlientemente referido como um dos efeitos
iniciais em plantas submetidas a baixas temperaturas (Ramalho et al., 2003).
Mesmo havendo correlacdo positiva (r = 0,7956) e significativa entre A e gs, a
queda da A pode nao estar relacionada com a limitacao estomatica, uma vez que
C; aumentou com a imposi¢ao do estresse (Figura 1C), e apresentou correlacédo
negativa (r: -0,8570) e significativa com A. Esse fato pode ser reforcado pelo fato
de encontrar valores iguais de C; entre o clone 02 e Catucai no 7°, 10° dias de
recuperacao, sendo A bem superior no Catucai (Figura 1AC) Silva et al. (2004)
verificaram o crescimento sazonal do cafeeiro em condicées de campo e apontam
que ocorre queda de A na ocasidao de crescimento reduzido, época de baixa

temperatura (minimas de até 8°C). No entanto, fotossintese maxima e gs néo
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apresentaram queda, permitindo sugerir que ndo ocorreu dano no aparelho
fotossintético naquelas condigdes.

Segundo Sage e Sharkey (1987) a queda da fotossintese em plantas
submetidas a baixas temperaturas pode estar relacionada a limitacao da
disponibilidade de fosfato no cloroplasto, uma vez que pode haver reducédo da
atividade das enzimas que metabolizam a sacarose, diminuindo,
consequentemente, a concentragcdo de sacarose, como encontrado,
principalmente nos dois clones de Conilon (Tabela 5). Sage (1994), também
relatou que A pode ser limitada sob elevada C; pela taxa de utilizacao de triose-
fosfato.

De forma similar ao encontrado sob baixas temperaturas, o cafeeiro
quando submetido a déficit hidrico, bem como toxidade de aluminio, restricao do
sistema radicular apresentam queda de A, E e gs (DaMatta et al., 1997; Korad et
al., 2005; Ronchi et al., 2006; Dias et al., 2007; Sena et al., 2007).

Enzimas da carboxilacao e da respiracao

Com a imposicao de baixas temperaturas (18/13°C e 13/8°C), a atividade
da Rubisco apresentou queda significativa no Catucai e no clone 153, tal como ja
foi observado em C. canephora Apoata e C. dewevrei (Ramalho et al., 2003).
Também o clone 02 foi afetado, mas apenas a 3x13/4°C (Tabela 1). Danos em
enzimas ligadas a fotossintese também foram observados em outras plantas
sujeitas a baixas temperaturas (Allen e Ort, 2001; Rodrigues, (2005).

Na fase de decréscimo de temperatura, a queda de atividade das enzimas
envolvidas no processo de carboxilacdo pode estar relacionada com diversos
fatores, nomeadamente, a acdo de moléculas altamente reativas, falta de
substrato ou com a acumulacao de frutose e glicose (Tabela 5), como descrito
para diversas plantas (Paul e Foyer, 2001; Parry et al., 2002; Maroco et al., 2002).
A acumulacao de acgulcares soluveis no periodo de recuperacado podera também
ter contribuido para a recuperacao incompleta de A nos clones de Conilon. Outra
possivel causa da queda na atividade da Rubisco é o acréscimo na concentracédo
de ions, particularmente fosfato (Rolland et al., 2002). Nao obstante, Salvucci e
Crafts-Brandner (2004) relataram que a atividade da Rubisco e a taxa
fotossintética sao inferiores em plantas submetidas a baixas temperaturas devido
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a menor disponibilidade de substrato e energia especifica, uma vez que também
verificaram reducédo de ATPases.

Quedas pontuais da Ru5PK também foram quantificadas neste trabalho,
corroborando com Rodrigues (2005). Ocorre também que a baixa disponibilidade
de Ru5P pode afetar a atividade de algumas enzimas do ciclo de Calvin, em
particular da RuSPK (Fredeen et al., 1990). Referindo-se a plantas submetidas a
déficit hidrico, Flexas e Medrano (2002) relataram que ocorrem decréscimos de
RuBP, ATP e atividade da Rubisco. A sintese de RuBP é dependente de ATP e
NADPH pelo que a diminuicdo da disponibilidade da ATP nas folhas pode
proporcionar menor regeneracao no ciclo de Calvin e, conseqlentemente, queda
da taxa fotossintética (Tezara et al., 1999).

Sabe-se que a manutencdo do metabolismo respiratério € de grande
importancia, pois permite a manutengéao da producéo de energia, poder redutor e
intermediarios metabdlicos que tornam possivel o metabolismo em geral e os
processos de reparacdao em particular, em condi¢cdes de baixas temperaturas. Em
plantas sensiveis a baixas temperaturas a respiracao é fortemente afetada devido
respiragcdo com o decréscimo da temperatura (Larcher, 1981).

A regulagcdo da respiracao celular ocorre sob a atuacado de enzimas, as
quais sao influenciadas pela disponibilidade de ATP e de substrato (Millar et al.,
1998; Devaux et al., 2003). Sabe-se que 0 aumento da necessidade de ATP para
processos celulares induz o aumento da taxa respiratéria (Day e Lambers, 1983),
fato que pode ter ocorrido nos 3 gendétipos, uma vez que a atividade das enzimas
MDH e PK aumentou apés a temperatura de 18/13°C (Tabela 1), excetuando o
clone 153 para a PK. Ao estudar a planta de Zea mays submetida a 5°C, Ribas-
Carbo et al. (2000) verificaram aumento da respiracao, entretanto sugerem que
esse fato ndo esta diretamente relacionado a tolerancia a baixas temperaturas.

Em suas consideracgdes, Kihara et al. (2003) relataram que as atividades
de PK e MDH diminuiram em raizes de Lupinus albus com deficiéncia de fésforo,
devido a falta de energia especifica e substrato, contrariamente ao que € sugerido
pelos nossos resultados.

Assim, tendo em conta que as as enzimas MDH e PK, envolvidas na
glicdlise do processo respiratério, mostraram aumentos significativos

particularmente em Catucai (MDH) e no clone 02 (PK), que se mantiveram para
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além do periodo de exposicao das plantas a baixas temperaturas, tal poderia ter
impacto positivo na obtencdo de energia para processos metabdlicos celulares.
Contudo, ao contrario do registrado para Catucai, tal impacto positivo nao teve
correspondéncia numa maior tolerancia do clone 02 conforme se pode observar
pelo impacto ao nivel de A e, ainda, por exemplo, na forte perda de pigmentos
fotossintéticos.

Estudos realizados por Covey-Crump et al. (2007), em Solanum
tuberosum, indicaram que a atividade respiratéria amplicou-se com o aumento da
temperatura, contudo a disponibilidade de ADP permaneceu em quantidades
inferiores nas temperaturas baixas (5°C) e altas (30°C).

Fluorescéncia da clorofila a

Houve queda da eficiéncia méxima fotossintética do PSIlI (F./Fn) e
fluorescéncia maxima da clorofila a (F,) com o abaixamento da temperatura,
como ja observado por Ribas-Carbo et al. (2000) em plantas de Zea mays
submetidas a 5°C. Entretanto, no 3° dia de recuperacao teve inicio de aumento
desses valores, tendo uma recuperacdo plena a partir do 10° dia, nos trés
genotipos, os quais responderam de forma aparentemente similar (Figura 2AB).
Contudo, no clone 02 os valores de Fn, (e parcialmente de F,) estabilizaram a
partir do 7° dia de recuperacdo, sem atingirem o valor controle. O decréscimo de
Fm podera ser explicado pelo aumento de dissipacdo nao-fotoquimica, devido a
presenca de concentragdes crescentes de zeaxantina (Demmig- Adams e Adams,
1992), ja que se observou significativa retencéo noturna deste pigmento (Tabela
4). lgualmente o decréscimo de Fy’ e F,/F, podera estar ligado ao aumento de
zeaxantina (Tabela 3) durante o dia, como observado por Ramalho et al. (2003),
ou ainda com a presenca de centros de reacao do PSII fotoquimicamente inativos
que dissipam energia na forma de calor (Krause, 1994). Estes mecanismos
competem com a parte fotoquimica pela energia de excitacdo, o que pode baixar
a eficiéncia fotoquimica do PSIl em condicbes de luminosidade e baixas
temperaturas (Adams e Demmig-Adams, 1995; Adams et al., 1995; Ramalho et
al., 2003; Wang et al., 2006). Portanto, nesse caso ndao deve ser considerado
como dano (fotoinibicdo), mas sim como uma estratégia/mecanismo de protecao

(Adams e Demmig-Adams, 1995). Em seus trabalhos de pesquisa, Praxedes et al.
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(2006) e Cai et al. (2007) nao encontraram diferencas em F,/F,» em cafeeiro
submetido a déficit hidrico.

Contudo, nao sera de descartar a possibilidade de dano ao nivel dos
fotossistemas. De fato, os decréscimos de Fn, Fr’, F\/Fm € F///F,’ estardo também
ligados a diminui¢cdo do teor de clorofila observada nos 3 gendtipos. Tal fato se
justifica porque durante o periodo de recuperagcdo os valores de F, se
mantenham mais baixos, uma vez que a fluorescéncia obtida é proporcional a
densidade de moléculas de clorofila. A perda da atividade do PSIl com a queda
da temperatura também pode estar associada com a diminuicdo da capacidade
de reoxidacado das quinonas, resultando na menor eficiéncia no transporte de
elétrons para o PSI (De Las Rivas e Barber, 1997; Suzuki et al., 2008)

Segundo Krause e Weiss (1991), o F, estd associado a emissdo de
fluorescéncia pelas moléculas de clorofila a do complexo coletor de luz do PSII,
guando todos os centros de reacao estdo “abertos” (oxidados). Os dados de F,
nao apresentaram tendéncia de queda com a imposicao de baixas temperaturas,
com excecao do Catucai na temperatura de 21/16°C e do Conilon clone 02 no 1°
dia de recuperacao (Figura 2C). Contudo, neste clone a estabilizacdo de F, a
valores inferiores ao seu controle podera estar igualmente associado a diminui¢ao
do teor de clorofilas. Decréscimos em F, podem estar associados a danos na
proteina D1 e nas subunidades do complexo de liberacao do oxigénio (Bertamini
et al., 2004).

Por outro lado, no inicio da fase de recuperagdo F, aumentou nos 3
gendtipos, principalmente em Catucai e no clone 153. De acordo com Dias e
Marenco (2006) esse aumento pode ser atribuido a inibicdo da transferéncia de
elétrons da plastoquinona A para a plastoquinona B, o que pode indicar que
houve dano na proteina D1 do centro de reagéo do PSII. De fato, o aumento de F,
e concomitante decréscimo de F,/Fn, em C. arabica, pode ser atribuido a
fotoinativacdo nao facilmente reversivel dos centros de reacdo, provavelmente
devido a danos ao nivel da proteina D1 (Ramalho et al., 2000). Desta forma, a
recuperacao desse tipo de fotoinativagdo concorda com a recuperacao gradual de
Fo em Catucai e no clone 153 ap6s o 3° dia de recuperacao, periodo durante o
qual também as taxas de A e do teor de clorofilas também mostraram

recuperacao.
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O aumento de F, também pode ser atribuido a redugdo nao-fotoquimica
da plastoquinona A no escuro pelo NAD(P)H disponivel no cloroplasto, processo
conhecido como clororrespiracao, a qual também pode desempenhar papel de
regulacao da fotossintese, modulando a atividade ciclica do fluxo de elétrons do
PSI, (Peltier e Cournac, 2002). Korad et al. (2005), ao submeter 6 genétipos de C.
arabica sob altas concentragdes de aluminio, também verificaram queda de A, gs
e FJ/Fn, a0 mesmo tempo em que ouve aumento da C; e F, sugerindo a
ocorréncia de danos nas estrutura dos tilacoides. Entretanto, DaMatta et al.
(1997) nao encontraram diferencas em F,/F,, em cafeeiro Catucai e Conilon
submetido a déficit hidrico, mas verificaram aumento de F, e Fp,.

Nas temperaturas de 13/8°C e 3x13/4°C os valores de ¢, sao fortemente
afetados nos 3 gendtipos (Figura 3), o que sugere a presenca de danos mais
acentuados no transporte de energia, como observado por DaMatta et al. (1997)
em cafeeiros submetidos a déficit hidrico. Na temperatura de 3x13/4°C os valores
de ¢ representaram apenas cerca de 4-6% dos observados nos controles, o que
ajudara a justificar os valores negativos de A observados nessa temperatura
(Figura 1), o mesmo se verificando para o 1¢ dia de recuperacdo. Como ocorre
uma queda similar do F,/Fn, € do ¢, entdo o problema parece estar na eficiéncia
de captura de luz que pode ser devido a presenca de pigmentos dissipadores e
na funcionalidade, prejudicada pelos danos celulares.

A queda do coeficiente de amortecimento fotoquimico (qgp) reflete o estado
reduzido do 1° aceptor de elétrons estaveis no PSII, a plastoquinona A, o que
fornece uma estimativa da capacidade do PSII em utilizar a energia luminosa para
a reducdo de NADP*. O gp diminuiu significativamente com a queda da
temperatura, com o menor decréscimo a ser observado em Catucai (55%),
enquanto em Conilon esses valores atingiram cerca de 60% (clone 02) e 70%
(clone 153). Contudo, alguma recuperacéao foi claramente visivel ja no 1° dia de
recuperacao, vindo-se a atingir valores similares ao controle no 7° dia de
recuperacao (Figura 3B). Deve referir-se que a magnitude da queda de gp foi bem
inferior ao da A e ¢, apresentando ainda uma melhor recuperacao, 0 que sugere
a presenca de drenos alternativos ao transporte linear de elétrons, como a
fotorrespiracao (Ribeiro et al., 2004).

O coeficiente ndo fotoquimico (qne) indica a eficiéncia na dissipacao de

calor, em razao do aumento no gradiente de proétons entre o limen e o estroma
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do cloroplasto (Maxwell e Johnson, 2000). Os valores de gnp apresentaram
quedas apenas no ciclo de baixas temperaturas e no 1° dia de recuperacao
(Figura 3), o que pode estar relacionado a presenca de pigmentos fotoprotetores.
O gnp pode ser regulado pelo ciclo das xantofilas e também parece estar
associado ao complexo antena periférico do PSIl e com a proteina PsbS (Li et al.,
2000; Maller et al., 2001), o qual regula a distribuicdo de energia de excitacao dos
centros de reacdo, atuando como defesa do complexo fotossintético (Ma et al.,
2003), entretanto, com a queda acentuada da temperatura, essa adaptacdo nao
pareceu ser suficiente para evitar os danos. Contudo, sabe-se que este
coeficiente mede a alteragdo em relacdo ao estado de adaptacdo a condi¢des de
escuridao, da eficiéncia dos mecanismos fotoprotetores que atuam através de
dissipacdo térmica. Assim, tal como sugerido em Ramalho et al. (2003), os
valores de F, e F,/F estardo a ser diminuidos devido a retencdo noturna de
zeaxantina (Tabela 4) pelo que o valor de gnp estara “incorreto” e apenas avaliara
os aumentos de capacidade de dissipacao térmica a luz, mas nao a capacidade
de dissipacao térmica sustentada (Adams et al., 1995; Maxwell Johnson, 2000;
Ramalho et al., 2003).

Pigmentos fotossintéticos

Parametros da clorofila a traduzem alteracdes na fluorescéncia da
clorofila, o que permite determinar a eficiéncia fotoquimica do PSII e do transporte
de elétrons (Demmig-Adams et al., 1996). Por sua vez, a analise dos pigmentos
de protecdo, nomeadamente a zeaxantina, anteraxantina, luteina e carotenos,
que originam mudancas na fluorescéncia, permite avaliar mais detalhadamente os
processos de fotoprotecdo e de funcionalidade do aparelho fotossintético, pois
esses pigmentos contribuem para a agregacdo e estabilidade dos complexos
antena captadores de luz, para a dissipacédo do excesso de energia de excitacdo
da clorofila a e para remocao de espécies reativas de oxigénio (Demmig-Adams
et al., 1995).

Com a imposicdo das plantas a baixa temperatura ocorreu reducdo das
clorofilas (a e b) nos 3 gendtipos, cujas concentracdes nao vieram mais a atingir
valores similares aos valores encontrados no controle (Tabela 2). Contudo. nos
gendtipos de Conilon a relagdo Clorofila (a/b) foi igualmente afetada, indicando

que a clorofila a foi mais afetada. Para além disso, a reducdo mais acentuada do
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total de clorofilas com a baixa temperatura no clone 02, mas, ao contrario dos
outros gendtipos o decréscimo de pigmentos, prolongou-se até ao fim do
experimento, quando apresentava apenas 38% do teor de clorofila total e 60% de
carotendides. Estas fortes perdas de pigmentos, mais que ajustes de aclimatacao,
sugerem perda de funcionalidade das estruturas fotossintéticas no clone 02,
ajudando a explicar a recuperagdao incompleta de A. Pelo contrario, Catucai
mostrou os menores intactos porcentuais no total de clorofilas, na relagao clorofila
a/b e no teor total de carotendides com o estresse mais severo (3x13/4°C),
mostrando assim alguma estabilidade da composicdo de pigmentos
cloropastidiais. O clone 153, apesar de maiores variacbes nesses valores que
Catucai apoés os ciclos de 13/4°C, apresetou alguma capacidade de recuperagao.
A concentracao de carotendides apresentou pouca mudanca, entretanto a
relagdo (clorofilas totais/caratendides totais) diminui significadamente com a
queda da temperatura, fato também relatado por Hola et al. (2007), vindo a
recuperar os valores iniciais apenas no clone 153, devido a alguma recuperacao
do teor de clorofilas. A queda desta relacao foi funcéo, principalmente, da queda
de pigmentos de captacdo (clorofilas), o que poderia ser considerado uma
caracteristica de aclimatagdo, visando a diminuicdo da captura de energia
luminosa quando em presenga de condicdes de estresse que diminuem a
utilizacdo dessa energia pelos processos fotoquimicos (Horton et al., 1996;
Ramalho et al., 2000), como é o caso das temperaturas baixas. Contudo, como
referido anteriormente, pelo menos no clone 02, que apresenta decréscimos muito
acentuados, tal variacao indiciara provavelmente processos de photobleaching.
Os valores da zeaxantina e DEPS aumentaram em todos os genétipos
com a imposicao de baixas temperaturas, como encontrado por Ramalho et al.
(2003) em outros gendtipos de cafeeiro. Contudo, apesar de DEPS semelhantes
durante a exposicao a baixas temperaturas, os maiores valores de zeaxantina
foram observados em Catucai ou no clone 153, em comparagdo ao clone 02
(Tabela 3), o que indica maior adaptacao deste clone ao estresse fotooxidativo, o
que esta de acordo com a extensa perda de clorofilas. Ao estudar a expressao
dos genes de C. arabica e C. canephora, envolvidos na formacaode carotendides,
Simkin et al. (2008) relataram aumento de expressdao em genes envolvidos na
producdo de zeaxantina (PTOX, CRTB-B, NCED3, CCD1 e FIB1), o que indica
fluxo metabdlico no sentido de biosintese de componentes do ciclo das xantofilas
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quando as plantas foram induzidas ao déficit hidrico. Também relataram que a
atividade da enzima ccCRTR-B sobre o B - caroteno, gera B - criptoxantina, que,
ao receber a acdo da ccCRTR-B, gera zeaxantina. Esta molécula é
particularmente importante em condi¢cées que geram excitacdo dos fotossistemas,
pois possui a capacidade de dissipar energia sob a forma de calor, por meio da
de-excitacao do estado singleto da clorofila e, de forma indireta, pelo aumento do
estado de agregacao do complexo coletor de luz dos cloroplastos (Horton et al.,
1996). Assim, elevadas concentracdes de zeaxantina e/ou o aumento do estado
de de-epoxidacdo envolvendo os componentes do ciclo das xantofilas podem ter
contribuido para reduzir e/ou regular a atividade do PSII, tendo em conta o
decréscimo de utilizacdo de energia no processo de carboxilacdo, podendo assim
correlacionar-se negativamente com A (Mdller et al.,, 2006) ao funcionar como
mecanismo de fotoprotecao (Adams e Demmig-Adams, 1995; Adams et al., 1995;
Adams e Barker, 1998; Allen e Ort, 2001; Adams et al., 2002).

As folhas das plantas, ao retornarem a temperaturas iguais a do controle,
apresentaram valores de zeaxantina iguais (no clones de Conilon), ou até mesmo
valores inferiores (no Catucai), ao encontrado no controle (Tabela 3), confirmando
que em cafeeiro o ciclo das xantofilas € um importante mecanismo de aclimatagao
das plantas em condi¢des de estresse que induzem sobra de excitacao ao nivel
dos fotossistemas como a baixa temperatura (Ramalho et al., 2003), alta
irradiancia (Ramalho et al., 2000) ou o déficit hidrico (Cai et al., 2007).

Por outro lado, a luteina que também tem um importante papel de
fotoprotecao dos fotossistemas e na manutencao da estabilidade dos complexos
de captacado de energia (Haldimann, 1998; Pogson et al., 1998; Niyogi, 1999) foi
quase sempre maior em Catucai e menor no clone 02 (Tabela 3). Tal fato sugere
que estes genodtipos de C. canephora podem apresentar menor capacidade de
fotoprotecdo que C. arabica conferida por este pigmento, tal como ja observado
por Ramalho et al. (2003), que comparou C. arabica cv Icatu com C. canephora cv
Apoata. Por sua vez, DaMatta et al. (2002) e Gomes Junior (2006), relatraam que
o cafeeiro possui habilidade de aumentar o mecanismo antioxidante, quando
submetido a estresse, contudo, Lima et al. (2002) descrevem que a tolerancia
pode estar relacionada a menor producdo de moléculas reativas de oxigénio e
comporta-se diferente conforme o gendtipo de C. canephora estudado em

condicOes de déficit hidrico.
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Houve queda significativa de o e B - caroteno com a imposi¢do de baixas
temperaturas, bem como na relagdo (o/B) caroteno, vindo a recuperar os valores
iniciais no Catucai e no clone 153 (Tabela 3). O decrEscimo de o - caroteno, ja a
partiR de 18/13°C também foi relatado por Ramalho et al. (2003), e este fato pode
indicar dano nos fotossistemas. A queda da concentragcao de P - caroteno pode
també levar a uma menor fotoprotecdo nos centros de reacdo e no complexo
coletor de luz, ja que este pigmento é essencial para a agregacao e fotoprotecéao
dos fotossistemas (De Las Rivas et al., 1993; Adams e Barker, 1998; Pogson et
al., 1998). De fato, esSe pigmento inativa o0 oxigénio singleto e o estado tripleto da
clorofila, formando-se um estado tripleto de carotendide, que depois dissipa a
energia de exitacdo através da liberacdo de calor (Demmig-Adams, 1990; De Las
Rivas et al., 1993; Adams e Barker, 1998; Niyogi, 1999).

Entretanto, o declinio da relacdo (o/f) caroteno pode ser considerada
como um processo de aclimatacdo foliar a baixas temperaturas (Adams e
Demmig-Adams, 1995; Ramalho et al., 2003), ou a excesso de radiacdo em
plantas de café (Ramalho et al., 2002). Contudo, esse fato baseia-se no
presssuposto de que a reducdo dessa relacdo sera devida ao aumento de
B — caroteno que confere essa protecao, como sucedido em C. arabica cv. Icatu
(Ramalho et al., 2003), o que nao sucede em nenhum dos 3 gendtipos em estudo
que registram decréscimos de 50% ou mais deste pigmento a 3x13/4°C e uma
recuperacao apenas parcial do seu teor ao fim de 14 dias de recuperagao.

Ainda no que se refere ao ciclo das xantofilas, serd importante notar que
em condicées de iluminacdo, a violaxantina € convertida em zeaxantina, via
anteraxantina, por meio de mudanca de pH entre as membranas, onde ocorre a
ativacao de enzimas de prétons (ATPases), sendo o processo invertido quando a
luminosidade decresce (Demmig-Adams et al., 1995; Horton et al., 1996).
Contudo, ao comparar a zeaxantina e a DEPS no final do periodo noturno na
situacdo de controle com as baixas temperaturas (Tabela 4), percebe-se que a
zeaxantina e a DEPS, a partir de 18/13°C aumenta, vindo a apresentar maiores
valores no fim dos ciclos de 13/4°C, que ndo sao muito diferentes dos registrados
durante o periodo diurno, principalmente nos clones Conilon. Esse fato indica
ocorréncia de retengcdo da zeaxantina durante a noite, quando o cafeeiro é
submetido a baixas temperaturas positivas, o que, tal como ja foi referido, tera
como consequéncia o decréscimo da eficiéncia fotoquimica do PSII (F./Fr), ndo
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porque haja dano, mas sim porque parte da energia que chega aos fotossistemas
sera dissipada termicamente pela zeaxantina, nao sendo, assim, detectada como
flurescéncia da clorofila. Os valores de zeaxantina seguem o0s encontrados
durante o dia, contudo em menores quantidades, vindo, portanto o Catucai
apresentar maiores valores de zeaxantina em comparacéao ao clone 02, em 50%

dos periodos amostrados.

Acucares soluveis

A capacidade de resposta as alteracdes ambientais sdo requisitos para a
sobrevivéncia das plantas, sabendo-se que as alteragdes enzimaticas e da
composicao de agucares nos tecidos das plantas sao importantes indicadores da
capacidade da aclimatacdo das espécies (Lopez-Millam et al., 2000). De fato,
entre outras respostas, a capacidade de manutencdo da produgdo e consumo,
assim como a estabilizacdo dos seus niveis sdo de grande importancia para a
tolerancia ao frio (Byrd et al., 1995; Leegood, 1995; Allen e Ort, 2001; Ramalho et
al., 2003). Assim, apesar da existéncia de alteracées e desequilibrios de curto-
prazo, a restauragcdo do equilibrio entre fotossintese, metabolismo do carbono e
translocacdo é essencial para uma menor sensibilidade ao frio quando
considerada a longo-prazo (Hurry et al., 1998).

Nos gendtipos em estudo, observaram-se variagdes significativas do teor
dos varios agucares soluveis detectados por HPLC, quer durante a imposicao das
baixas temperaturas positivas quer no periodo apdés o fim da submissdo as
condi¢cdes se estresse. Houve aumento na concentracao de glicose e frutose nas
temperaturas de 13/8°C e 3x13/4°C em Catucai e no clone 02 (Tabela 5), como
em C. dewevrei (Ramalho et al., 2003) ou em Arabidosis thaliana (Klotke et al.
(2004), mas nao no clone 153, como também ja observado em C. canephora cv.
Apoata e C. arabica cv. Icatu (Ramalho et al., 2003), mostrando haver diferentes
impactos em diferentes genétipos. O aumento destes monossacaridos poder
dever-se ao seu menor uso pelo metabolismo celular. No caso do clone 02, esse
aumento parece decorrer igualmente da inibicAo da sintese de sacarose (por
eventual inibicdo da enzima sacarose-P sintetase - SPS), ja que este agucar
diminui fortemente. O aumento de glicose e frutose em folhas fotossinteticamente
ativas podera também resultar de um declinio a translocagcdo e uso destes
acucares (Morcuende et al., 1996). Ja em Catucai o nivel de sacarose nao sofreu
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variagdes significativas (exceto no fim do experimento) pelo que os aumentos de
glicose e frutose se deverdo apenas a uma menor utilizacao destes acucares. Ja
no clone 153, cujas concentracdes de glicose e frutose foram sempre inferiores as
dos outros dois genétipos, a manutencao dos niveis de glicose e frutose com
concomitante decréscimo de sacarose podera indiciar também que alguma
translocacao deste acucar se manteve para outras partes da planta ou mesmo
que tera ocorrido degradacao de sacarose para utilizagcdo de monosacaridos para
a respiracao, visualizado com o aumento da atividade enzimatica da MDH e PK
(Tabela 1).

Contudo, a afetacdo da sintese da sacarose nos clones de Conilon com a
imposicao de condigdes de baixas temperaturas foi também observada em clones
de C. canephora cv. Conilon sensiveis a déficit hidrico (Praxedes et al., 2006) e
em Cucumis sativus submetida a baixas temperaturas (Miao et al (2007). Nesses
estudos, sugere-se que tal decréscimo se tera dado por reducdo da
disponibilidade da ATP. Por outro lado, sera provavel que a sintese de sacarose
tenha sido afetada ja que a SPS é sensivel a baixas temperaturas (Morcuende et
al., 1996; Allen e Ort, 2001) e ao déficit hidrico (Praxedes et al., 2006).

A concentracdo de sacarose no Catucai manteve-se inalterada, em
comparacdo ao controle, quando submetido a baixas temperaturas, podendo
indicar uma maior tolerancia, uma vez que a manutencdo ou aumento da
concentracdo de sacarose proporciona maior tolerancia as plantas submetidas a
esse tipo de estresse (Palonen et al., 2000; Bascunian-Godoy et al., 2006), fato
também relatado por Praxedes et al. (2006), ao avaliar cultivares de café Conilon
tolerantes a déficit hidrico.

A concentracdo de rafinose aumenta significativamente com a queda da
temperatura apenas em Catucai (Tabela 5), tendendo para valores préximos do
controle durante o periodo de recuperacdo. Este agucar pode estar associado a
estabilizacdo de membranas (Morsy et al., 2007), podendo, assim, auxiliar na
tolerdncia a baixas temperaturas, ja que ocorre o seu aumento em plantas
tolerantes a baixas temperaturas em comparacao as sensiveis de Arabidopsis.
thaliana (Klotke et al. (2004) e de Oryza sativa (Morsy et al., 2007) e durante o
processo de aclimatacao a baixas temperaturas em Rubus idaeus (Palonen et al.,
2000) e Olea europea (Rejskova et al., 2007). A estaquiose aumentou de forma

gradual nos trés gendtipos, corroborando com dados apresentados por
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Tapernoux-Lithi et al. (2004), ao submeterem plantas a baixas temperaturas. Foi
igualmente sugerido que o aumento de estaquiose e rafinose estd envolvido no
provesso de aclimatagcédo a baixas temperaturas em Lonicera caerulea L. (Imanishi
et al., 1998).

No que refere a arabinose observa-se um aumento da sua concentracao
nos 3 gendtipos com a implementacao de baixas temperaturas com particular
destaque para Catucai, que apresenta sistematicamente valores mais altos
durante todo o periodo experimental (exceto no controle). Neste aglcar, o clone
02 apresentou aumentos porcentuais semelhantes e os valores absolutos mais
préximos a Catucai, rondando ambos os gendtipos um aumento de 100% a
3x13/4°C. Entre outras possiveis funcdes, a arabinose é (tal como a
hidroxiprolina) um importante componente da glicoproteina extensina, que tem um
importante papel estrutural da parede celular, sendo particularmente necessaria
em condicbes de aclimatacdo a temperaturas negativas de forma a manter a
extensibilidade da parede. Assim, um aumento de arabinose pode indiciar um
aumento de extensina, tal como sugerido por Weiser et al. (1990).

Verificou-se igualmente aumento da concentragdo do agucar alcodl
manitol nos 3 gendtipos, com a queda da temperatura (Tabela 5), com Catuai
apresentando as maiores variacdes porcentuais e também os maiores valores
absolutos a 13/8°C e 3x13/4°C. Este fato pode estar associado a fotorrespiracédo
ocorrida nas baixas temperaturas, pois, segundo Lu e Scharkey (2006), nestas
condi¢des ocorre aumento de maltose, por meio da reparticdo de amido. Contudo,
o aumento deste (e outros) acucar pode contribuir para o mecanismo de
ajustamento osmético (Jiang e Huang, 2001), podendo também apresentar funcéo
de protecao (Halford et al., 1999; Jiang e Huang, 2001), o que contribuird para
uma melhor tolerancia de Catucai a baixas temperaturas positivas.

Assim, e como conclusdo geral relativo aos agucares, o genétipo Catucai
apresentou os maiores valores absolutos dos agucares solluveis relacionados com
osmoregulacao e estabilizacdo de membranas (Morsy et al., 2007; Rejskova et
al., 2007) ap6s os 3 ciclos de 13/4°C (exceto para a estaquiose), podendo essas
alteracbées serem consideradas como estando intimamente relacionadas com a

capacidade de aclimatacao a baixas temperaturas (Palonen et al., 2000).
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CONCLUSOES

Os genotipos estudados apresentam sensibilidade a baixas temperaturas,
mas com tolerancia e habilidades de recuperacao diferente, o que conjugado a
outros parametros, pode contribuir na escolha de cultivares e no melhoramento do
género Coffea no que diz respeito a utilizacdo de genédtipos mais adequados a
areas sujeitas a periodos de baixas temperaturas.

Ha maior recuperagdo do Catucai IPR 102 em comparagdo ao Conilon
clone 02, podendo estar associada, além de outros fatores, a maior taxa de
atividade da ribulose nos periodos de recuperagcdo, maior taxa da atividade da
rubisco e MDH no ciclo de baixas temperaturas e no inicio da recuperagéo, bem
como, maiores concentracdes de clorofilas e caratendides nos periodos de
recuperacdo e zeaxantina e luteina em praticamente em todos os periodos
avaliados e, a manutencdo da concentracdo da sacarose com a imposicao de
baixas temperaturas.

O comportamento do ciclo da zeaxantina, bem como as alteracées da
composicao de agucares é fundamental para a protecao e adaptacao do cafeeiro
submetido a baixas temperaturas positivas.

O clone 153 apresentou melhor recuperagcao em comparacao ao clone 02,
0 que pode estar associado a maiores concentracdes de clorofilas, caratendides,
luteina e carotenos nos periodos de recuperacdo e zeaxantina aos 18/13°C,
13/8°C e ao término da recuperacdo, sugerindo que numa mesma espécie
ocorrem particularidades de protecao e adaptacao a baixas temperaturas.

Ocorre retencdo da zeaxantina durante a noite, quando o cafeeiro é

submetido a baixas temperaturas positivas.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Os objetivos neste trabalho foram: No primeiro Capitulo, avaliar, em
condicées de campo, a interferéncia que as plantas de cobertura cultivadas nas
entrelinhas de Coffea canephora cv. Conilon impdem sobre as plantas
espontaneas, bem como verificar seu comportamento fitossociolégico e avaliar a
ciclagem de nutrientes, a fixacao biolégica de nitrogénio e o efeito que as plantas
de cobertura podem causar em lavoura de C. canephora cv. Conilon, sob manejo
organico; avaliar as caracteristicas quimicas e microbiolégicas do solo sob
cafeeiros Conilon (C. canephora) em manejo organico e convencional. No
segundo capitulo, foi avaliar o impacto de baixas temperaturas positivas na
maquinaria fotossintética, através da analise da composicdo lipidica das
membranas dos cloroplastos e na taxa fotossintética, em dois genoétipos de Coffea
sp. submetidos a baixas temperaturas positivas; e contribuir para a caracterizacéo
das respostas fisiolégicas e bioquimicas de dois importantes genoétipos de C.
canephora e um gendtipo de C. arabica, a baixas temperaturas positivas e ao
periodo de recuperacdo subsequente, pemitindo elucidar os mecanismos
envolvidos em diferentes suscetibilidade a baixas temperaturas.

Os resultados encontrados sugerem as seguintes conclusoes:

Capitulo 1:

As plantas de cobertura promovem modificacbes na dindmica de
sucessdao de plantas espontdaneas e nao prejudicam o desenvolvimento do

cafeeiro.
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Feijdo-de-porco, mucuna-and e milheto auxiliam no controle de plantas
espontaneas.

A fixacao biol6gica de nitrogénio (FBN) contribuiu com cerca de 80% do N
acumulado pelas leguminosas, sendo que em fungdo da producdo de biomasa
seca a contribuicdo foi equivalente a 27 - 35 kg N ha™.

As leguminosas podem suprir parte da necessidade de nitrogénio do
cafeeiro Conilon.

A inoculagdo com rizébio nao influenciou a ciclagem de nutrientes e FBN.

O carbono da biomassa microbiana foi o atributo microbiolégico do solo
que mais contribuiu para agrupar as diferentes formas de cultivo.

O solo do fragmento de mata Atlantica, seguido pelo solo de café Conilon
sob manejo organico, apresentaram melhor qualidade de solo.

Os atributos microbioldgicos variaram conforme a época do ano e
profundidade do solo, apresentando maiores valores de carbono e nitrogénio da
biomassa microbiana na camada superficial,no més de janeiro.

Do ponto de vista nutricional, os sistemas de manejo estudados (café

organico e convencional) apresentaram comportamento similar.

Capitulo 2:

O Conilon clone 02 foi o genétipo mais afetado, apresentando maior
queda de folhas e menor recuperacao da fotossintese liquida, seguido pelo clone
153.

A queda da fotossintese liquida ocorreu em todos os genétipos estudados
e nao esteve relacionada ao fechamento estomatico, mas sim associada a
problemas de funcionamento da estrutura membranar dos cloroplastos.

Apesar de os 3 gendtipos serem significativamente afetados pelas baixas
temperaturas positivas, o Catucai IPR 102 mostrou uma maior capacidade de
recuperacao.

O Catucai IPR 102 apresentou maior grau de insaturacao de lipidios, na
temperatura de 18/13°C e maior acido linolénico no fosfatidilglicerol no controle
até a temperatura de 13/8°C, em comparacdo aos clones de Conilon,
apresentando maior fluidez membranar em baixas temperaturas positivas.

A melhor recuperacdo do Catucai IPR 102, em comparagédo ao Conilon
clone 02, pode estar associada, além de outros fatores, a maior taxa de atividade
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da ribulose-5P cinase, rubisco e malato desidrogenase (nos ciclos de baixas
temperaturas e no inicio da recuperacao), bem como a maiores concentracoes de
clorofilas e carotendides totais (no periodo de recuperacao), zeaxantina e luteina
(em praticamente em todos os pontos avaliados).

A manutencdo de maior grau de funcionalidade pode estar ligada a
manutencdo da concentracdo da sacarose, com a imposicdo de baixas
temperaturas.

O Conilon clone 153 apresentou melhor recuperagdo em comparagcao ao
clone 02, sugerindo que, mesmo em diferentes genotipos selecionados a partir de
uma mesma cultivar (C. canephora cv. Conilon), pode existir variabilidade
genética relativamente aos mecanismos de protecdo e aclimatacao a baixas
temperaturas.

Avaliagdes de caracteristicas fisiologicas e bioquimicas contribuem no
manejo e na escolha de genétipos mais adequados para areas sujeitas a periodos
de baixas temperaturas e pode ser uma ferramentas no processo de
melhoramento do género Coffea.
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