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RESUMO

O cafeeiro é uma espécie originaria de ambientes sombreados, porém no nosso pais é
cultivado a pleno sol. Atualmente mudangas no padrédo de chuvas vem causando perdas
devido a limitacdo hidrica. Na busca de caracteristicas que podem ser utilizadas em
programas de melhoramento genético com intuido de conferir tolerancia a limitacdo hidrica
estudamos as caracteristicas anatébmicas do limbo e do peciolo de cultivares de café. O
material vegetal foi obtido em plantio experimental na unidade da Epamig de Patrocinio, MG.
Foram coletadas cinco plantas por cultivar, 20 folhas por planta. Essas folhas foram fixadas
em FAA para transporte até o local de processamento. As regides centrais de dez folhas
saudaveis foram seccionadas. Foram avaliados os tecidos do limbo foliar, estbmatos e
venacdo das folhas, tecido vascular e de composicéo do peciolo. As analises foram realizadas
para todos 0s caracteres com a estimacdo dos componentes de variancia e a predicdo dos
efeitos aleatorios utilizando-se a abordagem de modelos mistos, pelo metodo da maxima
verossimilhanga restrita/melhor predicdo linear ndo tendenciosa. Encontramos diferenca
significativa para a maioria das caracteristicas avaliadas, principalmente quanto a espessura
do limbo foliar, parénquima palicadico e lacunoso. A avaliacdo dessas variaveis apresentou
herdabilidade e acuracia consideradas altas. Portanto, as caracteristicas avaliadas podem ser
utilizadas como ferramenta em programas de melhoramento genético visando selecdo precoce
de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico.

A herdabilidade e acurécia das analises conferem credibilidade a inclusdo de 20 varidveis

como possiveis marcadores para selecdo precoce de cafeeiros tolerantes ao déficit hidrico.

Palavras-chave: cafe, anatomia vegetal, déficit hidrico, melhoramento genético.



ABSTRACT

Coffee is native to shady environments, but in our country it is cultivated in full sun.
Currently changes in the rainfall pattern have been causing losses due to water limitation.
Searching traits that can be used in breeding programs with the aim of conferring tolerance to
water limitation, we studied the anatomical characteristics of the limbus and the petiole of
coffee cultivars.The plant material was obtained from an experimental planting at the Epamig
in Patrocinio, MG. Five plants per cultivar were collected, 20 leaves per plant. These leaves
were fixed in FAA for transport to the processing site. The central regions of ten healthy
leaves were trimmed. The tissues of leaf limb, stomata and venation of leaves, vascular tissue
and petiole composition were evaluated. The analyzes were performed for all the characters
with the estimation of variance components and the prediction of the random effects using the
mixed models approach, by the method of the maximum likelihood restricted/best unbiased
linear prediction. We found a significant difference for most of the evaluated characteristics,
mainly in comparison with the thickness of leaf limb, palisade parenchyma and lacunosis. The
evaluation of these variables showed high heritability and accuracy. Therefore, the evaluated
characteristics can be used as a tool in breeding programs for the early selection of genotypes
tolerant to water deficit. The heritability and accuracy of the analyzes lends credibility to the
inclusion of 20 variables as possible markers for the early selection of coffee trees tolerant to

water deficit.

Keywords: coffee, plant anatomy, crop breeding, water deficit.
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1. INTRODUCAO

O cafeeiro é uma espécie originaria de ambientes sombreados da Etidpia, que é
um dos produtos agricolas mais negociados do mundo atual, sendo cultivado em cerca
de 80 paises. O género Coffea compreende mais de 100 espécies, dentre as quais C.
arabica L. e C. canephora Pierre ex A. Froehner sdo responsaveis por,
aproximadamente, 99% da producdo mundial em grdo (DAMATTA & RAMALHO,
2006), enquanto C. liberica Hiern responde por cerca de 1% da producéo. Estudos
anatdémicos vém sendo explorado atualmente (CAVATTE et al., 2012, MARTINS et al.,
2014), principalmente buscando caracteres que contribuem para a toleréncia a seca. A
identificacdo dessas caracteristicas com potencial uso no melhoramento e na selecéo de
cultivares é de extrema importancia para selegdo de material tolerante. Isso, devido ao
progressivo aumento de temperatura e mudancgas no padrdo de precipitacdo em regides
produtoras de cafe figura como grande esperanca para adaptacdo dessa cultura
(NARDINI et al., 2014), principalmente em cenarios futuros.

Entretanto, pouco ainda se sabe, em termos de caracteristicas hidraulicas entre
diferentes espécies ou genoétipos de café, e suas relacbes com a possivel tolerancia a
seca. Estudos recentes tém apontado que caracteristicas do limbo foliar e do peciolo séo
determinantes para a adaptabilidade das plantas a limitacdo hidrica e a limitacdo do
potencial fotossintético em café (MARTINS et al., 2014, NARDINI et al., 2014).
Resultados relatados por Martins et al. (2014) sugerem que a arquitetura hidraulica das
folhas de café impde forte resisténcia ao fluxo de agua que, por sua vez, deve limitar a
difusdio de CO. na folha (BRODRIBB, 2009) e, consequentemente, limitar a
maximizagao das taxas fotossintéticas.

As folhas apresentam grande diversidade em tamanho, estrutura e fungdo. O
padrdo de venagdo € extremamente variavel entre as espécies, e, nas angiospermas,
apresentam um conjunto mais diversificado de sistemas de venagdo (SACK &
SCOFFONI 2013). Grande parte dessa diversidade esta ligada a adaptacdo do sistema
hidraulico, pois a folha é um componente chave deste sistema na planta, que
desempenha um papel importante na taxa maxima de trocas gasosas e crescimento
(BRODRIBB et al. 2007, BRODRIBB et al. 2016).

A eficiéncia do transporte de agua nas folhas se relaciona a distancia que a dgua
percorre fora do xilema a medida que se move para os locais de evaporagdo perto dos
estdmatos (SACK & HOLBROOK 2006). Esta distancia é determinada pela densidade
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de ramificacdo da rede de venacdo (BOYCE et al., 2009). Se relaciona também a
proximidade dos estdmatos e sua distribuicdo. Do tamanho e espagamento dos poros
estomaticos, que otimizam o uso da area epidérmica (DE BOER et al., 2016).

A construcdo de folhas que sustentam uma relacdo conservadora entre a
densidade de venacdo (comprimento total da venacdo por unidade de area) e a
densidade estomética (estbmatos totais por unidade de &rea), e seus tecidos
componentes, como o parénguima pali¢cadico e lacunoso, garantem um equilibrio entre a
taxa de abastecimento de agua em superficies evaporativas préximas aos estdbmatos e a
demanda transpiracional (DE BOER et al., 2016).

Isso significa que os estbmatos devem receber uma quantidade minima de &gua
para permitir que eles se abram de forma ideal (COWAN & FARQUHAR 1977,
MEDLYB et al., 2011). Sob condicdes ideais de fornecimento de agua, o investimento
em tecido vascular ndo excede o minimo exigido para a condutancia estomatica ideal.
Esta visdo é suportada por observacfes de que as densidades de tecido vascular e
estomaticas sdo proporcionais dentro de plantas individuais, dentro de espécies, entre
populacbes da mesma espécie e entre espécies em uma ampla gama de angiospermas
(BRODRIBB et al., 2013, MARTINS et al., 2014, YANG et al., 2014, ZHANG et al.,
2014, FIORIN et al., 2016)

Em relacdo a folha, a capacidade hidraulica do peciolo deve ser coordenada com
a lamina foliar (SACK et al. 2003). Em videira, uma comparagdo entre os peciolos,
caules jovens e raizes, os peciolos foram altamente suscetiveis a embolia (HOCHBERG
2015). Sendo assim, todos os componentes da folha, seus tecidos, estbmatos e peciolos
devem ser avaliados, e 0 objetivo do trabalho foi estudar possiveis marcadores
anatdbmicos para serem inseridos em um programa de melhoramento genético visando

maior adaptabilidade ao déficit hidrico em café.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo do material vegetal

O material vegetal foi obtido em plantio experimental na unidade da Epamig de
Patrocinio, MG. Foram coletadas cinco plantas por cultivar, 20 folhas por planta (dez de

cada lado), do terco médio da planta, sendo essas do terceiro ou quarto par do ramo



plagiotrépico, consideradas totalmente expandidas. Essas folhas foram imediatamente
fixadas em FAA por 48 horas, posteriormente estocadas em alcool 70%, e transportadas
para o local de processamento. A regido central de dez folhas saudaveis (cinco de cada
lado da planta), foram seccionadas e mantidas em alcool 70%.

Os gendtipos utilizados consistiram de cultivares ja lancados pela Epamig, ou
ainda em fase de testes (Tabela 1).

De acordo com dados histéricos da EPAMIG, sobre o comportamento em campo
das cultivares, durante o periodo de seca e ap0s a retomada das chuvas, o0s
pesquisadores responsaveis pelas analises, classificaram as cultivares em grupos de

Tolerantes, Nao Tolerantes e Indeterminadas.

Tabela 1. Antecedentes das cultivares de Cofeea arabica e classificacdo de tolerancia
ao déficit hidrico (dados empiricos fornecidos pela EPAMIG)

Classificacdo de tolerancia Cultivar
Indeterminada Araponga MG1
Tolerante Catigua MG1
Tolerante Catigua MG2
Tolerante MGS5 Catigua 3

Né&o tolerante
Indeterminada
Indeterminada
Indeterminada
Né&o tolerante
Indeterminada
Tolerante
Néo tolerante
Né&o tolerante
Indeterminada
Né&o tolerante
Néo tolerante
Né&o tolerante
Indeterminada
Indeterminada

Tolerante

Oeiras MG6851
Paraiso MG H419-1
MGS5 Paraiso 2
Sacramento MG1
Sarchimor MG8840
MG5 Arands
Pau Brasil MG1
Topazio MG1190
Rubi MG1190
MGS5 Aranas 2
Catuai Vermelho IAC144
Mundo Novo IAC379-19
Bourbon Amarelo MGO0009
Paraiso 3
Paraiso 4
Pau Brasil 2
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2.2. Espessura da folha e seus componentes, parénquima palicadico e lacunoso:

Apoés a fixacdo em FAA 50% as amostras foram estocadas em etanol 70%
(JOHANSEN, 1940). Em seguida, o material vegetal foi incluido em metacrilato
(Historesin-Leica), segundo as recomendacGes do fabricante e seccionado
transversalmente em micrétomo rotativo de avango automatico (modelo RM2155, Leica
microsystems Inc., Deerfield, USA) com 5 pum de espessura e corado com azul de
toluidina (O’BRIEN et al., 1964).

Para o estudo da densidade de venacéo e de caracteristicas estomaticas, as folhas
foram clarificadas por meio da técnica de diafanizacdo, descrita por Strittmatter (1973)
e modificada para a espécie, considerando as seguintes etapas: ebulicdo durante 5 min
em &lcool etilico absoluto; ebuli¢do durante 5 min em solugéo de &lcool etilico absoluto
+ hidrédxido de sodio 5% (1:1); lavagem em agua corrente por 20 seg; enxague em agua
destilada por duas vezes por 3 min; clarificagdo com solucdo aquosa de hipoclorito de
sodio durante 10 a 15 min, seguida de cinco lavagens em &gua destilada por 3 min;
desidratacdo em etanol 70% por 10 min; coloragdo em solucdo hidroalcdolica de
safranina 1% por 30 min; imersdo em etanol 80, 70 e 50% por 5 min; imersdo em agua
destilada e montagem da ldamina em gelatina glicerinada.

Foram fotografados 10 campos distintos de cada amostra em microscopio de luz
(modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Japan) acoplado a camera fotogréafica
digital (modelo Zeiss AxioCam HRc, Gottinger, Germany) e microcomputador com 0
programa de captura de imagens Axion Vision, tendo sido digitalizadas e armazenadas.

Nestas imagens foram efetuadas medi¢6es nos 10 campos distintos de cada
amostra por meio do software Image-Pro® Plus (version 4.1, Media Cybernetics, Inc.,
Silver Spring, USA). Avaliamos a espessura da lamina foliar, parénquima palicadico e

lacunoso, epiderme nas faces abaxial e adaxial.

2.3. Andlises estatisticas
As andlises foram realizadas para todos os caracteres com a estimacdo dos

componentes de variancia e a predicdo dos efeitos aleatdrios utilizando-se a abordagem

de modelos mistos, pelo método da méxima verossimilhanca restrita/melhor predicéo
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linear ndo tendenciosa (REML/BLUP) (RESENDE, 2007a). Para isto, foi utilizado o
seguinte modelo estatistico:
y=Xr+Zg+e
em que:
y: vetor de dados;
r: vetor dos efeitos de repeticdo (assumidos como fixos) somados a media geral;
g: vetor dos efeitos genotipicos de cultivares (aleatérios), sendo g ~ NMV (0, lg). O
o/ é a variancia associada aos efeitos genotipicos de cultivares;
e: vetor de erros aleatdrios, sendo e ~ NMV (0, l162). O ¢2 € a variancia associada aos
efeitos residuais;
X e Z: matrizes de incidéncia para r e g, respectivamente.

A herdabilidade na média de cultivares (hZ,) e a acuracia foram estimadas, e a
significancia dos efeitos aleatérios como a variancia genotipica entre cultivares (c2)
foram testadas pelo teste de raz&o da verossimilhanga (Likelihood Ratio Tests - LRT)
onde se obteve as analises de deviance para cada carater avaliado (RESENDE, 2007a).

Essas anélises estatisticas foram realizadas usando-se o software SELEGEN-
REML/BLUP (RESENDE, 2007b).

3. RESULTADOS

3.1. Estimativa de parametros genéticos para prospec¢do de marcadores
anatdbmicos em cultivares de café com tolerancia observada em campo para
déficit hidrico

Considerando as caracteristicas avaliadas, a variancia genotipica foi altamente
significativa para os caracteres relacionados ao limbo foliar, espessura do limbo foliar
(ELF), espessura do parénquima palicadico (EPP), espessura do parénquima lacunoso
(EPL), area de feixes do peciolo em secdo transversal (AFPST), area de xilema do
peciolo em secdo transversal (AXPST), &rea de tecido vascular da folha em secédo
transversal (ATVFST), diametro médio dos elementos de vaso da folha (DMEVF),
didametro equatorial dos estdmatos (DEE), densidade de estdbmatos (DNE) e densidade
de venagdo (DNV), das cultivares de café, de acordo com o LRT (P<0,01) (Tab. 2 e 3),

caracterizando esses caracteres como bons candidatos para serem inseridos em um
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programa de melhoramento genético. A precisdo experimental foi satisfatoria com
valores de acuracia (Acgen) acima de 80% demonstrando a confiabilidade dos dados
(Tab. 2 e 3). Em média, a herdabilidade (h2,) das caracteristicas também foi alta, com
valores acima de 70%, evidenciando a possibilidade de selecdo para estes caracteres.

As variaveis, area média dos elementos de vaso da folha (AMEVF) e diametro
médio dos elementos de vaso da folha (DMEVF) mostraram herdabilidade e acuracia
consideradas boas, acima de 65 % e 81%, respectivamente, enquanto a espessura da
epiderme superior (EES) e espessura da epiderme inferior (EEI) apresentaram menores

valores de herdabilidade e acurdcia (Tab. S1).

Tabela 2. Avaliacdo de 20 cultivares de Coffea arabica desenvolvidas pela Epamig.
Estimativas de pardmetros genéticos relacionados ao limbo foliar: espessura do limbo
foliar (ELF), espessura do parénquima palicadico (EPP), espessura do parénguima
lacunoso (EPL), &rea do floema da folha em secgdo transversal (AFFST), &rea do xilema
da folha em secdo transversal (AXFST).

Parametros: ELF EPP EPL AFFST AXFST

VG (8%) 647,8385  24,37148  492,1956 0,001243 0,000708
LRT) 46,06 13,61 47,33 53,76 27,79
h?mc (%) 88,15 70,13 88,55 89,94 81,41
ACgen (5) 93,39 83,74 94,1 94,83 90,22

Média Geral ~ 286,9261  65,64272 176,5657 0,142685 0,172638
BLUP minimo  249,3362 57,0185 131,1969 0,0804 0,1051
BLUP maximo  333,2208 73,7497 218,497 0,2005 0,2124

Tabela 3. Avaliagdo de 20 cultivares de Coffea arabica desenvolvidas pela Epamig.
Estimativas de parametros genéticos relacionados ao limbo foliar: area de tecido
vascular da folha em sec¢do transversal (ATVFST), didmetro médio dos elementos de
vaso do xilema da folha (DMEVF), diametro equatorial dos estdmatos (DEE),

densidade de estdmatos (DNE) e densidade de venacéo da folha (DNV).

Parametros: ATVEST DMEVF DEE DNE DNV
VG (8%) 0,003335 0,000001 1,531272 320,5559 0,286745
LRT 46,49 15,84 43,02 79,05 30,2
h2me (%0) 88,26 72,63 87,32 93,75 82,6
ACgen (%0) 93,95 85,22 93,44 96,83 90,89
Média Geral 0,315322 0,004318 19.24428 145,0823 7,165138
BLUP minimo 0,181 0,0035 17,2868 110,2019 6,5759
BLUP méximo 0,4152 0,0067 22,5906 186,2475 8,113

Podemos observar a diferenca entre os componentes do limbo foliar (Fig. 1 A, B

e C), a nervura central das folhas (Fig. 1 D, E e F) e para padrédo de venacdo (Fig. 1 L, K
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e L) dos cultivares avaliados. Para todas as caracteristicas observamos maiores valores
das caracteristicas avaliadas para as cultivares consideradas tolerantes. Enquanto que
para a distribuicdo estomética a diferenciacdo visual ndo é possivel (Fig. 1G, He I).

TOLERANTE INDETERMINADO  NAO TOLERANTE

LIMBO

N. CENTRAL

n

ESTOMNTOS

VENACAO

Figura 1: Fotomicrografias de folhas de Coffea arabica, ilustrando o comportamento
da folha de cultivares com diferentes classificacGes de tolerancia ao déficit hidrico.
Barras = 200 pm.

Com relagdo as caracteristicas anatdémicas dos peciolos, para as variaveis
AXPST, AFPST, ATVPST, DMEVP, APP, ASTP e AMEVP foi observado efeito
significativo (P<0,01) (Tab. 4), no qual os cultivares apresentaram variabilidade
genética entre si. Com menor relevancia para 0 DNEVP (Tab. S2). A acurécia ficou
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acima de 90,0 % para todos os caracteres (Tab. 3), caracterizando a alta precisdo

experimental, com herdabilidades acima de 84,0 %.

Tabela 4. Avaliacdo de 20 cultivares de Coffea arabica desenvolvidas pela Epamig.
Estimativas de parametros genéticos relacionados ao peciolo da folha. Area de xilema
do peciolo em secdo transversal (AXPST), area de floema do peciolo em secédo
transversal (AFPST), area de tecido vascular do peciolo em secdo transversal
(ATVPST), diametro médio dos elementos de vaso do xilema do peciolo (DMEVP),
area do parénquima do peciolo (APP), area do peciolo em se¢do transversal (APST) e a
area média dos elementos de vaso do peciolo (AMEVP).

Parémetros: AXPST  AFPST ATVPST DMEVP APP APST  AMEVP

VG (3%) 0,001875 0,002131 0,007761 0 0,366722 0,455887 0
LRT 39,62 64.49 68.71 35.42 33.62 38.17 35,17
h%mc (%0) 86,28 91,86 92,45 84,81 84,1 85,79 84,71
0
ACqen (%) 92,89 95,84 96,62 92,1 991,71 92,63 92

Média Geral  0,218985 0,235562 0,454546 0,004127 4,68363 5,138176 0,00017
BLUP minimo  0,1488 0,1453 0,2885 0,0038 3,9922 4,3982 0,0001
BLUP méximo  0,3065 0,3185 0,6319 0,0045 5,9301 6,5742 0,0002

Enquanto que para as varidveis avaliadas no limbo foliar, apresentaram diferenca
visual possivel de ser detectada, para o peciolo nés percebemos apenas uma diferenca

na secdo transversal para as cultivares classificadas como tolerantes (Fig. 2 A).

TOLERANTE INDETERMINADO NAO TOLERANTE

Figura 2: Fotomicrografias de peciolos de Coffea arabica, ilustrando o comportamento
do limbo foliar de cultivares com diferentes classificacdes de tolerancia ao déficit
hidrico. Barras = 100 pm.

3.2. Indice de selegdo baseado na média de classificacdes para classificacéo de
cultivares de café como tolerantes ou suscetiveis
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As caracteristicas que provavelmente se associam a tolerancia hidrica se
mostraram com maiores valores nas cultivares descritas como tolerantes, ou algumas
com tolerancia desconhecida (Tab. 4 e 5). As cultivares que foram classificadas como
ndo tolerantes, apresentaram as menores médias para essas caracteristicas (Tab. 4 e 5).

As primeiras posi¢des no ranking em relacdo as variaveis do limbo foliar foram
ocupadas por variedades tolerantes (Tab. 5 e 6) de acordo com a classificagéo feita pelo
historico de ocorréncia de danos causados pelo estresse hidrico no campo, 0 que
confirma a eficiéncia da metodologia usada e na selecdo com base nessas
caracteristicas. Estas caracteristicas sdo faceis de serem obtidas, a metodologia de
processamento voltada para o cafeeiro ja foi desenvolvida pelo grupo de pesquisa em
cafeeiro, orientado pelo Professor Edgard, o custo é acessivel, e sua utilizacdo pode

aumentar a eficiéncia do programa de melhoramento de café.

Tabela 5. Rank das variaveis relacionadas ao limbo foliar das cultivares de Coffea
arabica. Espessura do limbo foliar (ELF), espessura do parénquima pali¢adico (EPP),
espessura do parénquima lacunoso (EPL), area do floema da folha em sec¢do transversal
(AFFST), area do xilema da folha em secdo transversal (AXFST), area de tecido
vascular da folha em sec¢do transversal (ATVFST), didmetro médio dos elementos de
vasos do xilema da folha (DMEVF), diametro equatorial dos estbmatos (DEE),
densidade de estdmatos (DNE) e densidade de venagéo da folha (DNV).

ELF EPP EPL AFFST AXFST ATVFST DMEVF DEE DNE DNV

Cultivares Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Médio
Pau Brasil 2 T 1 4 1 1 3 9 4 6 3 4 3,6
MGS5 Catigua 3 T 3 5 3 4 5 4 3 3 7 7 4.4
Catigua MG2 T 4 2 6 6 6 5 2 4 4 9 4.8
Pau Brasil MG1 T 6 8 4 3 2 2 6 7 8 13 59
Catigua MG1 T 5 6 5 10 8 8 7 1 6 8 6,4
Paraiso 3 IN 2 1 2 2 4 3 8 5 9 3 3,9
Araponga MG1 IN 8 7 8 9 9 7 1 2 1 54
MGS5 Paraiso 2 IN 9 10 9 7 1 13 10 8 18 8,6
Sacramento MG1 IN 7 11 10 8 19 16 9 7 7 12 10,6
MGS5 Aranas IN 11 9 12 11 13 17 5 18 12 5 11,3
Paraiso 4 IN 16 18 17 5 12 6 16 9 17 6 12,2
MGS5 Araponga 2 IN 17 3 18 18 14 14 17 10 5 17 13,3
Paraiso MG H419-1 IN 19 19 15 15 20 20 13 13 11 19 16,4
B. Amarelo MG0009 NT 12 12 7 13 16 15 19 11 2 15 12,2
Oeiras MG6851 NT 10 14 13 20 10 11 11 12 10 16 12,7
Topéazio MG1190 NT 15 13 16 12 11 10 12 19 15 18 14,1
C. Vermelho IAC144 NT 20 16 20 16 15 1 14 14 13 14 14,3
Rubi MG1192 NT 18 20 19 14 7 12 18 17 14 11 15
Sarchimor MG8840 NT 14 17 11 17 17 18 15 15 19 20 16,3
M. Novo IAC379-19 NT 13 15 14 19 18 19 20 20 20 10 16,8
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Tabela 6. Rank das variaveis relacionadas ao peciolo das cultivares de Coffea arabica.
Area do xilema de peciolo em secdo transversal (AXPST), area do floema de peciolo
em secdo transversal (AFPST), area de tecido vascular do peciolo em secao transversal
(ATVPST), diametro médio dos elementos de vaso do xilema do peciolo (DMEVP),
area parénquima palicadico do peciolo (APP), area do peciolo em secédo transversal e
area média dos elementos de vaso do peciolo (AMEVP).

AXPST AFPST ATVPST DMEVP APP APST AMEVP

. Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rank Rz,in_k
Cultivares Médio
Pau Brasil 2 T 2 3 4 14 5 5 5 5,43
Pau Brasil MG1 T 6 9 7 11 10 10 11 9,14
Catigua MG1 T 3 16 15 9 7 8 9 9,57
Catigua MG2 T 5 17 17 13 14 14 13 13,29
MGS5 Catigué 3 T 7 19 19 10 15 16 10 13,71
Sarchimor MG8840 NT 19 4 3 4 2 2 4 5,43
Oeiras MG6851 NT 15 15 16 2 3 3 2 8,00
Topazio MG1190 NT 13 10 6 8 11 11 8 9,57
C. Vermelho IAC144 NT 16 5 5 16 6 6 17 10,14
Rubi MG1192 NT 8 14 12 17 13 13 16 13,29
B. Amarelo MG0009 NT 14 13 13 18 20 20 18 16,57
M. Novo IAC379-19 NT 18 18 18 20 16 15 20 17,86
MGS5 Aranas IN 4 2 2 3 4 4 3 3,14
MG5 Araponga 2 IN 1 1 1 12 1 1 12 4,14
Paraiso 3 IN 11 6 9 6 8 7 6 7,57
Paraiso 4 IN 10 7 8 15 9 9 15 10,43
MGS5 Paraiso 2 IN 12 8 11 5 12 12 14 10,57
Sacramento MG1 IN 17 11 14 7 19 19 7 13,43
Paraiso MG H419-1 IN 20 20 20 1 17 18 1 13,86
Araponga MG1 IN 9 12 10 19 18 17 19 14,86
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Fig.3: Cultivares de cafeea
arabica, classificadas como
tolerantes ao déficit hidrico
de acordo com dados empiricos
fornecidos pela EPAMIG, com
base na no comportamento
historico das cultivares durante
periodos de seca, e retomada
das chuvas observado no campo.
Catigud MG1 (A), Catigua Mg2
(B), Oeiras MG6851 (C), Pau
Brasil MG1 (D) e
Pau Brasil 2 (E).
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Fig. 4: Cultivares de Cofeea arabica, classificadas como indeterminadas quanto ao
déficit hidrico de acordo com dados empiricos fornecidos pela EPAMIG, com base na
no comportamento historico das cultivares durante periodos de seca, e retomada das
chuvas observado no campo. Araponga MG1 (A), Paraiso MG H419-1 (B), MG5
Paraiso 21 (C), Pau Sacramento Mgl (D), MG5 Arands (E), MG5 Araponga 2 (F),
Paraiso 3 (G) e Paraiso 4 (H)
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ltivares de cafeea

ardbica, classificadas como
ndo tolerantes ao déficit hidrico
de acordo com dados empiricos
i fornecidos pela EPAMIG,
com base na no comportamento
historico das cultivares durante
periodos de seca, e retomada
das chuvas observado no campo.
Oeiras MG6851 (A), Sarchimor
I MGB840 (B), Topazio MG1190
&l (C), Rubi MG1192 (D), Catuai

g Vermelho TAC144 (E), Mundo
&1 Novo IAC379-19 (F) e Bourbon
Amarelo MG0009 (G).

4. DISCUSSAO

De acordo com o resultado das andlises, a existéncia de variabilidade nas
caracteristicas anatbmicas estudadas nas cultivares de café arabica, apresenta qualidade
necessaria para insercdo das variaveis analisadas na avaliacdo e na selecdo de gendtipos
superiores em um programa de melhoramento de café (TEIXEIRA et al. 2013, SILVA
et al. 2017). Uma vez que apresentam herdabilidade e acuracia consideradas altas de
acordo com a classificacdo de Resende (2007a). As caracteristicas ELF, EPP, EPL,

DEE, DNE e DNV sdo associadas ao potencial fotossintético das plantas. A espessura
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da folha pode oferecer tanta prote¢do contra excesso de luz quanto maior resisténcia a
difusdo de gases (MARTINS et al., 2014). O parénquima clorofiliano tem papel crucial
seja na capacidade de fixacdo de carbono pelos cloroplastos do parénquima paligadico,
como pelo armazenamento interno de CO> pelo parénquima lacunoso (MARTINS et al.,
2014). Atualmente é sabido que a fotossintese é limitada pela condutancia mesofilica
(9), que é a resisténcia para a transferéncia de CO. a partir dos espacos intercelulares
(Ci) para os sitios de carboxilacdo no estroma cloropléstico (WARREN, 2008). As
limitacdes de g sdo de magnitude semelhante as restricdes estomaticas e geralmente
maior do que limitag6es bioquimicas (FLEXAS et al. 2012).

Observamos que as cultivares consideradas tolerantes, apresentaram maiores
valores quanto as varidveis associadas ao limbo foliar (Tab. 5 e Fig. 1). O que sugere
que apds um periodo de déficit hidrico, como o observado nas condi¢bes de campo
durante a coleta do material vegetal analisado e posterior recuperacdo, essas cultivares
ou mantém a folha mais espessa, ou rapidamente se recuperam. Uma vez que, em geral,
em condigdes de limitagdo de 4gua normalmente ha reducdo nos tecidos da folha, com
objetivo de reduzir a perda de agua.

Além disso, as varidveis relacionadas aos estdmatos, como a DEE, DNE, sé&o
cruciais para o desempenho fotossintético, o influxo de CO; e o efluxo de vapor de dgua
compartilham um caminho comum através dos poros estomaticos nas superficies das
folhas (MARTINS et al. 2014). Permitindo a transpiracdo mais eficiente, que se associa
a produtividade, pois € sinal de alta condutancia estomatica, ou seja, maior abertura para
captura de CO.. Adicionalmente a DNV, se associa a capacidade de distribuicdo de
fotoassimilados pelas folhas (TAIZ, 2015). Esses parametros anatémicos da folha
impBe uma grande restricdo a maximizacdo das trocas gasosas em café, o que pode
afetar a fotossintese (MARTINS et al. 2014). A importancia dos estdbmatos se da por
esse controle da entrada de CO- e perda de agua. Sob condicdes de déficit hidrico, os
estOmatos sdo estimulados a se fecharem, reduzindo a evapotranspiragéo e, portanto, a
perda de agua, contribuindo para reducédo da embolia. (BRODRIBB et al., 2016).

Nossos resultados permitem inferir que as cultivares tolerantes apresentaram
maior DEE e DNE, (Tab. 4 e 5), ou seja, possivelmente menor limitacdo de trocas
gasosas, portanto maior potencial fotossintético. O maior nimero de estdmatos pode ser
uma adaptacdo a condi¢do de limitagdo hidrica, pois em geral, quando ha maior nimero
esses apresentam menor ostiolo, oferecendo maior controle da abertura e menor perda

de &gua.
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A abertura e fechamento dos estdmatos estdo intimamente ligados ndo s6 a
regulacdo hidrica, mas também aos componentes do xilema da planta, como o nimero e
didmetro dos elementos de vaso. Avaliar as caracteristicas do tecido condutor é um
meio muito econbmico e eficiente para vincular o comportamento estomatico com o
status hidrico do xilema e a embolia (BRODRIBB et al., 2016). Principalmente durante
periodos de estresse.

Além dessas varidveis que se associam a estruturas diretamente relacionadas a
fotossintese e fazem uma ligacao entre o transporte dos produtos da fotossintese, outras
como a DNV, a AFFST, ATVFST e DMEVF se associam a capacidade de distribuicao,
tornando mais eficiente o transporte de fotoassimilados. Somados a essas variaveis a
AXFST demonstra a capacidade de transporte de agua e sais minerais. Alem da
importancia por si sé do transporte de agua para hidratacdo, transpiracdo, reacOes
metabdlicas e transporte de nutrientes, (TAIZ, 2015).

Notamos uma maior DNV nas cultivares tolerantes (Fig. 1 e Tab. 5 e 6), 0 que
indica que essas cultivares podem apresentar maior capacidade ou estrutura melhor
adaptada a distribuicdo de 4gua, minerais e produtos da fotossintese.

O que confere a esses genotipos uma estrutura, a0 menos inicialmente, melhor
preparada para contornar situacdes de estresse. Pois a maior taxa de venagéo nas folhas,
€ uma caracteristica evolutiva que permite uma melhor hidratagdo homogénea da lamina
foliar (BOYCE, 2005).

O que sugere que a condutancia hidraulica da folha esta intimamente relacionada
a densidade de venacdo (BRODRIBB et al., 2007), a condutancia estomatica e a
densidade estomética (FRANKS & BEERLING 2009). Uma ligacdo de
desenvolvimento entre veias foliares e estdmatos através do processo de expansdo
celular efetivamente equilibra o abastecimento de agua para suprir a demanda
transpiracional. Tornando a planta mais eficiente e produtiva (BRODRIBB et al., 2016)

De acordo com Martins et al. (2014) melhorias do desempenho fotossintético do
café por meio de selecdo genética de mecanismos que se associam a capacidade
hidraulica da planta, DNV (venacdo) e condutancia hidraulica (ligada a AXFSF, area
foliar) podem gerar gs mais elevados (diminuindo assim as limitagdes estomaticas da
fotossintese). Essa abordagem pode ser uma estratégia Util para facilitar a selecéo de
genotipos promissores com maior crescimento e producdo, principalmente por as
caracteristicas avaliadas terem apresentado alta herdabilidade (> 80%) e acuracia (maior
que 90%).
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A manipulacdo dessas caracteristicas em um programa de melhoramento seria
possivel, uma vez que o padrdo de venacdo depende de expressdo génica e rotas de
transducdo de sinal que podem ser alterados (SCARPELLA et al., 2004,
CARINGELLA 2015). Alteracdes nesses parametros poderiam possibilitar a
manutencdo ou mesmo aumento das taxas fotossintéticas, pois a assimilacdo de CO;
pode saturar a baixa densidade de venagdo (<2 mm?) (BOYCE e ZWIENIECKI 2012).
Principalmente levando em conta a alta herdabilidade e acuréacia apresentadas por essas
variaveis (Tab. 1 e 2).

Esses valores indicam que o experimento foi conduzido adequadamente e 0s
valores genéticos previstos foram bastante precisos, demonstrando assim a capacidade
de aplicar facilmente a sele¢cdo usando esses recursos (SILVA et al. 2014).
Modificacbes na capacidade hidraulica da folha através de aumentos na condutancia
hidraulica (parametros relacionados ao fluxo de agua e troca de gasosas por area foliar,
como maior espessura de mesofilo e relacdo EPP/EPL), sdo promissores para aumentar
a plasticidade e a produtividade de individuos em condi¢Bes adversas. Aumentos na
condutancia estomatica podem ocorrer devido a um aumento no nimero de nervuras da
folha (SACK, HOLBROOK, 2006). Como o café arabica, principalmente no Brasil, é
cultivado a pleno sol, podemos sugerir que um programa de melhoramento genético que
vise modificacBes nessas variaveis anatbmicas é importante para o cenario futuro de
limitacdo hidrica.

Valores entre 15 % e abaixo de 50% sdo considerados indices moderados para
culturas perenes (RESENDE 2007a). Nossas varidveis, total de 31, apenas sete
apresentaram herdabilidade abaixo de 70%. Sendo que as mais relevantes, quanto a
participacdo no processo fotossintético (Tab. 1 e 2), apresentaram indices acima de
80%.

A alta acurécia obtida, para as caracteristicas consideradas mais promissoras,
variou de 83% a 97% (Tab. 1 e 2). Esses valores apresentam uma correlacdo entre 0s
valores genéticos verdadeiros e os preditos, quanto maior, maior é a confiabilidade da
avaliacdo do genotipo (RESENDE e DUARTE 2007). Uma vez, que valores acima de
70 % ja sé@o considerados altos (RESENDE 2007a).

O diametro dos elementos de vaso do xilema do peciolo também se destacou
como potencial marcador por sua herdabilidade e acuréacia. Essa variavel é importante,
pois é responsavel pelo transporte de agua e sais minerais para a folha. Elementos de

vaso menores impedem perda excessiva de agua devido a reducdo da condutividade do
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xilema e pode ajudar a prevenir a ocorréncia de embolia (LOVISOLO et al. 2010), uma
vez que os elementos de vaso menores sdo menos suscetiveis a cavitacdo (TYREE e
DIXON 1986; DAVIS et al, 1999, HOCHEBERG 2015). Sendo, portanto, um
parametro que deve ser levado em consideracdo quando se pretende manipular o sistema

hidraulico das plantas.

5. CONCLUSAO

Parametros anatbmicos podem ser utilizados como ferramenta em programas de
melhoramento genético visando selecdo precoce de gendtipos tolerantes ao déficit
hidrico.

As descriminagfes dos gendtipos de acordo com os dados de campo, foram
coerentes com os resultados do rankeamento.

As variaveis ELF, EPP, EPL, AFPST, AXPST, ATVFST, DMEVF, DEE, DNE,
DNV, AXPST, AFPST, ATVPST, DMEVP, APP, ASTP e AMEVP diferem de forma
significativa entre genoOtipos tolerantes e ndo tolerantes, e apresentam potencial para
selecdo de material tolerante ao déficit hidrico em cafeeiro.

A herdabilidade e acurécia das analises conferem credibilidade a incluséo de 17

variaveis como possiveis marcadores.
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7. MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Avaliacdo de 20 cultivares de Coffea arabica desenvolvidas pela Epamig.
Estimativas de parametros genéticos relacionados ao limbo foliar: espessura da
epiderme superior (EES), espessura da epiderme inferior (EEI), area média dos
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elementos de vaso da folha (AMEVF), diametro dos elementos de vaso da folha em
secdo transversal (DEVFST), didmetro polar dos estdbmatos (DPE), relagédo entre
diametro polar e equatorial dos estdmatos (DPE/DEE), relacdo entre a espessura do
parénquima palicadico e a espessura do limbo foliar (EPP/ELF).

Parametros: EES EEI AMEVF  DEVFST DPE DPE/DEE EPP/ELF

VG (%) 0,076274  0,196402 0 1747387 0.718275 0,004671  2,402196
LRT 0,01 0,13 10,65 0,01 8,09 27,52 9,12
hme (%) 452 12,16 65,97 3,27 61,25 81,27 63,31
ACgen(%) 21.26 34.87 81.22 18.08 78.26 90.15 79.57

Média Geral 26,40088 20,85016 0,000208 2476,681  27,49955  1,434339 23,01379
BLUP minimo 26,3254 20,5622 0,0001 2459,696 26,4005 1,3136 21,2528
BLUP méximo 26,4997 21,266 0,0006 2571,875 28,781 1,5453 26,036

Tabela S2. Avaliacdo de 20 cultivares de Coffea arabica desenvolvidas pela Epamig.
Estimativas de parametros genéticos relacionados ao limbo foliar, relagdo entre a
espessura do parénquima palicadico e a espessura do limbo foliar (EPL/ELF), relacdo
entre a espessura da epiderme superior e a espessura do limbo foliar (EES/ELF), relacédo
entre a espessura da epiderme inferior e a espessura do limbo foliar (EEI/ELF),
densidade de elementos de vaso do peciolo (DNEVP), relagdo entre a area do xilema do
peciolo em secdo transversal e a area de secdo transversal do peciolo (AXPST/ASTP),
relacdo entre a area de elementos de vaso do peciolo em secdo transversal e area de
secdo transversal do peciolo (AEVPST/ASTP), relacdo entre a area do parénquima do
peciolo e a area de secdo transversal do peciolo (APP/ASTP).

Parémetros: EPL/ELF EES/ELF EEIELF DNEVP AXPST/ASTP AFPST/ASTP APP/ASTP

VG (5%) 10,05905 0,664116 0,458596 23517,91 0,244931 0,355773 1,08488
LRT 17,39 20,96 1431 5,75 12,61 32,3 28,61
h2me(%6) 74,17 77,14 70,96 55,44 68,84 83,55 81,83
ACgen(%) 86,12 87,83 84,24 74,46 82,97 91,41 90,46
Média Geral ~ 61,35969 9,294871 7,345832 1575,384 4,273617 4,606843 91,11954
BLUP minimo 53,9721  7,7496  6,5297  1355,03 3,4396 3,4224 89,8661
BLUP maximo 659208 10,6846  8,3874 1802975 4,8976 5,3445 93,2087
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