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RESUMO

Plantas jovens de Coffea arabica enxertadas sobre C. canephora foram submetidas a 6
ciclos de suspensao de rega (CR) durante 35 dias. Cada CR foi acompanhado até que a
fotossintese liquida (Pn) fosse proxima de zero ou até que o potencial hidrico foliar (‘W)
fosse proximo de -2.0 MPa nos cultivares Acaud (AC), Mundo-Novo (MN) e Obata (OB).
Apbs 2 CR (cerca de 10 dias) os valores médios de condutancia estomatica (gs) diminuiram
de 0,15 para 0,01 mol m™ s em todos os cultivares, mudando o padrao de trocas gasosas
nos subseqiientes CR. De 3 a 6 CR os cultivares apresentaram maiores oscilagdes da
eficiéncia do uso da agua e da concentragdo substomatica de CO,, além de valores
negativos de Py ao final dos CR. Apo6s 3 CR ocorreu um aumento proporcionalmente maior
em gs do que em Py apds rega, com um aumento correspondente de Ci, indicando possiveis
danos no aparato fotossintético. Este evento ocorreu de forma mais clara em OB, o qual
demonstrou redugdo progressiva de Py apds 3 CR e os menores valores de ¥ (-2,0 MPa) ao
final de 6 CR. A sobrevivéncia dos cultivares foi de 80% em 3 CR e 70% em 6 CR. As
alteragdes dos padrdes de trocas gasosas nos cultivares AC, MN e OB podem indicar que os
exemplares foram potencialmente rustificados. Apds o plantio de MN e OB rustificados e
controle (sem prévia rustificacdo) em campo, com 180 dias de idade, foi observado no
tratamento rustificado valores significativamente (p<0,05) maiores do acumulo de
biomassa ¢ do numero de componentes estruturais da copa. A rustificagdo prévia
proporcionou maior acumulo de biomassa de folhas, de caule e de raizes que nas plantas
controle em ambos os cultivares. O didmetro do caule, a altura, o nimero de folhas e o
nimero de ramos também foram significativamente maiores (p<0,05) nos individuos
previamente rustificados. As maiores diferencas da estrutura da copa e da biomassa
acumulada entre plantas controle e rustificadas foram encontradas principalmente apos o
primeiro periodo de rezudida disponibilidade hidrica (210 dias em condi¢des de campo). O
maior nimero de folhas e a maior area foliar em copas mais ramificadas podem
proporcionar um aumento da assimilacdo de carbono por planta e maior producdo de graos
nas plantas rustificadas. Em termos praticos, 3 CR antes do crescimento em campo sao
suficientes para mudar consistentemente o padrao de trocas gasosas foliares nos 3 cultivares

estudados, mantendo o aparato fotossintético livre de danos e proporcionando maior
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sobrevivéncia. A pratica de rustificacdo prévia antes do plantio deve ser adotada nos
cultivares estudados, pois o custo ¢ reduzido e o desenvolvimento vegetativo inicial ¢

fortemente favorecido apds o transplante sob condi¢des de campo.

Palavras chave: Area foliar, Arquitetura da copa, Biomassa, Coffea arabica, Condutancia
estomatica, Desenvolvimento inicial, Fotossintese liquida, Eficiéncia no uso da agua,

sobrevivéncia, Rustificagao

ABSTRACT

Young plants of Coffea arabica grafted over C. canephora were submitted to six
watering cycles (WC) during 35 days. Each WC was accomplished until net photosynthesis
(Pn) close to zero or leaf water potential (V) close to -2.0 MPa in Acaua (AC), Mundo-
Novo (MN), and Obata (OB) cultivars. After 2 WC (about 10 days) gs dropped from 0.15 to
0.01 mol m™ s™ in all cultivars changing the pattern of leaf gas exchange in subsequent
WC. From 3 to 6 WC the cultivars showed high oscillations of water use efficiency or
substomatal CO, concentration (Ci) besides negative Py at the end of WC. After 3 WC, g
increased faster than Py after watering and Ci increased indicating some damage in
photosynthetic machinery. It happened strongly in OB, which showed progressive
reduction of Py after 3 WC and the lowest values of ¥ (-2.0 MPa) at the end of 6 WC. The
survivorships for cultivars were 80% till 3 WC and 70% after 6 WC. The gas exchange
pattern alteration could indicate the potential hardening of AC, MN and OB cultivars. After
field plantation of hardened and control (without perivous hardening) Mundo-Novo and
Obata cultivars, with 180-days-old, it was observed significant (p<0.05) greater
accumulation of leaf, stem and root biomass in hardened in control plants. Stem diameter,
height and the number of leaf and branch were also higher (p<0.05) in previous hardened
individuals. Greater differences in crown structure and biomass between control and
hardened plants were observed mainly after the first period of low water availability (210
days under field conditions). The higher leaf number and leaf area in more branched
crowns could carbon assimilation and grain production. For practical proposes, 3 WC

before growing under field conditions are sufficient for changing consistently the leaf gas
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exchange pattern in 3 cultivars studied, keeping photosynthetic machinery free of damage
and high survivorship. Previous hardening proportioned less interrupted vegetative

development after transplantation under field conditions in both cultivars.

Additional key words: Biomass, Coffea arabica, Crown structure, Hardening, Growth,
Initial development, Leaf area, Net photosynthesis, Stomata conductance, Survivorship,

Water use efficiency.



INTRODUCAO GERAL

Entre as mercadorias naturais, o café apresenta valor superado apenas pela industria
petrolifera. Seu mercado internacional gera cerca de 90 bilhdes de dolares a cada ano e
emprega direta ou indiretamente cerca de 500 milhdes de pessoas em todo o mundo (Da
Matta e Ramalho 2006). O café ¢ cultivado por cerca de 80 paises em quatro continentes,
sendo o Brasil o maior produtor mundial, seguido pela Colombia e Vietna. Muitos paises
africanos (como a Uganda, Etiopia e Ruanda) possuem o café como principal fonte de
recursos. A grande maioria das plantagdes de café ao redor do mundo pertence a pequenas
propriedades, nas quais a atividade ¢ importante na manutengdo do padrao econéomico (Da
Matta e Ramalho 2006). No Brasil a 4rea ocupada pela exploracao econdmica do cafeeiro ¢
superior a 2,4 milhdes de hectares e nos ultimos 15 anos a cultura tem se expandido para
regides anteriormente consideradas marginais, onde as condi¢des ambientais (como
temperatura e suprimento hidrico) nem sempre sdo as recomendadas para um
desenvolvimento adequado (Marin et al. 2005).

Entre as mais de 90 espécies existentes no género Coffea, C. arabica L. (café arabica)
e C. canephora Pierre (café robusta) sdo economicamente dominantes no mercado, sendo
responsaveis por 99% da producdo mundial. Atualmente, C. arabica responde por 62% do
café consumido e C. canephora pelo restante (Da Matta e Ramalho 2006). O centro de
origem de C. arabica ¢é considerado frio, sombreado dentro de florestas densas de altitude
da Etiopia. Neste local, as latitudes sdo de 6-9° N, altitudes de 1600-2000 m a.n.m.,
temperatura média do ar entre 15 e 20 °C, a precipita¢do anual entre 1600 — 2000 mm e ha
uma estagdo seca de 3 a 4 meses (Carr 2001). Muitas das caracteristicas fisioldgicas do café
podem ser facilmente entendidas relembrando as condi¢des nas quais C. arabica se
desenvolveu, particularmente em relagdo as condicdes hidricas (Carr 2001). As situagdes
climaticas que mais limitam a produgdo de grios no cafeeiro sdo a baixa temperatura
(geadas) e o estresse hidrico, afetando fortemente os precos internacionais (Da Matta e
Ramalho 2006).

Em regides sem irrigagcdo, a produtividade dos plantios pode diminuir at¢ 80% em
anos mais secos. Os efeitos do déficit hidrico sobre Coffea sdo: redugdo do numero de

folhas, aumento da senescéncia foliar e abscisdo foliar, reducao do crescimento da planta e
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menor produgdo de flores e frutos (Carr 2001). Os custos da instalacdo e utilizacdo dos
equipamentos de irrigagdo sdo altos, limitando sua utilizagdo nas pequenas propriedades
rurais. Além disso, fontes de dgua para a irriga¢do nao estdo sempre facilmente disponiveis.

Como as plantas jovens de Coffea arabica sao cultivadas antes do plantio em campo
em viveiros com rega permanente e em ambiente protegido, essas plantas ndo apresentam
atributos de tolerancia a valores mais negativos de potencial hidrico foliar sob estresse
hidrico. Ademais, quando transferidas para o campo, estes individuos jovens podem ser
submetidos a severa fotoinibi¢do, principalmente em condi¢des de déficit hidrico (Carelli et
al. 2000). Mesmo em regides onde a chuva ¢ suficiente e bem distribuida ao longo do ano,
pode ocorrer uma sobrevivéncia reduzida apds o plantio no campo de mudas de caf€,
acarretando em perdas significativas de plantas, recursos e horas de trabalho.

Para aumentar o desempenho das plantas ap6s o transplante e estabelecimento em
campo ¢ possivel agir durante a fase de producdo das mudas em vivieiros. No viveiro a
rustificagdo deve ser realizada em tempo reduzido e demandar o minimo custo. As plantas
que deixam o viveiro rustificadas apresentam maior habilidade para trabalhar sob condigdes
adversas, com maiores chances de sobrevivéncia (Bafion et al. 2006). Esta habilidade ¢
dependente da capacidade de ajustes morfologicos e fisiologicos sob diferentes intensidades
dos potenciais hidricos do solo e/ou da atmosfera. Entre as modificacdes morfologicas
descritas para plantas rustificadas, estdo as redu¢des no crescimento da parte aérea e
maiores valores da razdo parte aérea/subterranea. Entre as modificagdes fisiologicas,
destacam-se na folha as alteragdes na condutancia estomatica e no potencial osmotico
(Bafion et a/ 2003, 2006, Sanchez-Blanco et al 2004, Franco ef al 2002). A manutencdo da
autotrofia sob valores reduzidos de potencial hidrico foliar foi atribuida principalmente aos
ajustes osmoticos que previnem a desidratacdo severa e a abscisdo foliar em Prunus

armeniaca enxertado sobre P. domestica durante os ciclos de suspensdo de rega (Ruiz-
Sanchez et al. 2000).

Hipoteses:

Nos postulamos que a rustificagdo por ciclos de suspensdo de rega ¢ uma pratica

apropriada para plantas jovens de Coffea arabica a fim de se alterar o padrao de trocas
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gasosas foliares frente ao estresse hidrico. A rustificacdo por ciclos de suspensdo de rega
deve condicionar maior tolerancia a valores reduzidos de potencial hidrico foliar, postergar
o fechamento estomatico e manter balangos de carbono e hidrico mais favoraveis durante o
crescimento em condi¢des de campo. Se os balangos de carbono e hidrico das plantas
rustificadas forem mais positivos frente as limitagdes ambientais sob condi¢des de campo,
provavelmente havera um desenvolvimento maior ¢ menos impedido, com maior ganho de

biomassa e crescimento.

Objetivos:

O objetivo deste trabalho foi verificar se as trocas gasosas foliares, a sobrevivéncia
e o desenvolvimento inicial de C. arabica enxertado sobre C. canephora sob condigdes de
campo sofreram alteracdes significativas devido aos ciclos de suspensao de rega. Por meio
destas observagdes pretende-se elaborar um protocolo de rustificagdo que possa ser
utilizado facilmente, que seja rapido e de custo reduzido, diminuindo os prejuizos causados

pelo periodo de estiagem e de veranicos (principalmente na implantagao da cultura).
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TROCAS GASOSAS E POTENCIAL HIDRICO FOLIAR DE Coffea arabica
SUBMETIDA A CICLOS DE SUSPENSAO DE REGA

Paula Novaes' e Carlos Henrique Britto Assis Prado'*

Universidade Federal de Sao Carlos, Departamento de Botéanica, Laboratério de Fisiologia
Vegetal. Via Washington Luis, km 235, 13565-905, Sao Carlos-SP, Brasil. *Autor para
correspondéncia, fone +55 16 33518385, Fax +55 16 33518308, e-mail:
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Resumo

Plantas jovens de Coffea arabica enxertadas sobre C. canephora foram submetidas a 6
ciclos de suspensdo de rega (CR) durante 35 dias. Cada CR foi acompanhado até que a
fotossintese liquida (Pn) fosse proxima de zero ou até que o potencial hidrico foliar (‘)
fosse proximo de -2.0 MPa nos cultivares Acaud (AC), Mundo-Novo (MN) e Obata (OB).
Apbs 2 CR (cerca de 10 dias) g, diminuiu de 0,15 para 0,01 mol m” s™ mudando o padrio
de trocas gasosas nos subseqiientes CR em todos os cultivares. De 3 a 6 CR maiores
oscilagdes da eficiéncia do uso da agua ou da concentracdo substomatica de CO, (Ci)
ocorreram, além de valores negativos de Py ao final de cada CR. Depois 3 CR, g; e de Ci
aumentaram mais do que Py, indicando possiveis danos ao aparato fotossintético. Este
evento ocorreu mais fortemente em OB, o qual demonstrou redugdo progressiva de Py apos
3 CR e os menores valores de ¥ (-2,0 MPa) ao final de 6 CR. A sobrevivéncia durante a os
CR foi de 80% em 3 CR e 70% em 6 CR. Em termos praticos, 3 CR antes do crescimento
em condi¢cdes de campo sdo suficientes para rustificar potencialmente os cultivares de
Coffea arabica, através de alteracdo permanente do padrao de trocas gasosas foliares nos 3
cultivares estudados, mantendo o aparato fotossintético livre de danos e proporcionando
maior sobrevivéncia.

Palavras-chave: Fotossintese liquida, Condutancia estomatica, Sobrevivéncia, Eficiéncia no
uso da agua.

Abreviagoes: AC — cultivar Acaua; Ci — concentragdo substomatica de CO,; E —
transpiracdo; EIT — eficiéncia instantanea da transpiragdo; EUA — eficiéncia no uso da
agua; DPV — déficit de pressao de vapor; gs — condutancia estomatica; [Py — valor integrado
de fotossintese durante os ciclos de suspensao de rega; MN — cultivar Mundo-Novo; OB —
cultivar Obata; Py — fotossintese liquida; PPFD — densidade de fluxo de foétons; W —

potencial hidrico foliar; CR — ciclos de suspensao de rega.



Introducao

A rustificacdo por ciclos de suspensdo de rega resulta em diminui¢do do potencial
osmotico foliar, condutancia estomatica e do crescimento da parte aérea (Ackerson and
Hebert 1981, Schulte et al. 1987). Estas respostas aumentam a tolerancia a valores
reduzidos de potencial hidrico foliar (‘) e aumentam a eficiéncia no uso da agua (Villar
Salvador et al. 1999, Sanchez-Blanco et al. 2004, Banon et al. 2006). A manutengao da
autotrofia e a tolerancia a valores reduzidos de ¥ sdo atribuidas principalmente a ajustes
osmoticos, prevenindo desidratagdes severas e a abscisdo foliar durante ciclos de suspensao
de rega em Prunus armeniaca enxertado sobre P. domestica (Ruiz-Sanchez et al. 2000).

Plantas jovens de Coffea arabica sao freqiientemente cultivadas em casa de
vegetacdo sob rega permanente e ambiente protegido. Estes individuos geralmente nao
apresentam atributos para tolerar valores reduzidos de W em estresse hidrico (Pinheiro et al.
2005). Quando transferidos para o campo s3o submetidos a forte fotoinibi¢ao
principalmente sob estresse hidrico (Carelli et al. 1999). Estacdes secas sdo freqiientemente
associadas a elevadas irradiancias e temperatura do ar em areas de plantio de C. arabica no
Brasil (Da Matta et al. 1997). A dissipacao de energia pelo alto calor latente de vaporizacao
da agua ¢ fortemente reduzida devido ao fechamento do poro estomatico de Coffea sob
déficit hidrico (Gutiérrez ¢ Meinzer 1994). Isso aumenta a temperatura das folhas,
contribuindo ainda mais para a redugdo da taxa de assimilacdo liquida de carbono em C.
arabica (Ronquim et al. 2006). A reducdo da condutincia estomatica, transpiracdo e
fotossintese liquida foram observadas sob estresse hidrico em C. arabica, C. liberica (Cai
et al. 2005) e C. canephora (Da Matta et al. 2003, Pinheiro et al. 2004) em condicdes de
campo, ou em C. canephora cultivado em casa de vegetacdo (Praxedes et al. 2006). No
entanto, as conseqiiéncias no comportamento das trocas gasosas de Coffea apds ciclos de
suspensdo de rega ainda ndo foram estudadas.

Diferentes respostas das trocas gasosas e do ¥ ao déficit hidrico podem ocorrer em
cultivares de C. arabica. Os cultivares Mundo-Novo e Acaud s3o considerados tolerantes
ao estresse hidrico, contrastando com o sensivel e produtivo Obatd (Fundacdo Procafé,
2006). Por outro lado, a enxertia de Coffea arabica sobre C. canephora confere maior

capacidade de exploragdo dos recursos do solo e desta forma torna-se vantajosa para a
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aquisicao de agua (Fahl et al. 1998, 2001). Postulamos que ciclos de suspensao de rega sao
praticas apropriadas para plantas jovens de Coffea arabica a fim de se obter maior
tolerancia a valores reduzidos de ¥. Essa resposta deve melhorar os balancos de carbono e
hidrico durante o crescimento em condi¢des de campo, resultando em um desenvolvimento
maior ¢ menos interrompido. Viveiros cobertos sio um ambiente adequado para testar os
efeitos dos ciclos de suspensdo de rega sobre as trocas gasosas foliares e W antes do
transplante das mudas para o campo. O objetivo deste estudo foi verificar se as trocas
gasosas ¢ o ¥ apresentaram alteragdes consistentes e permanentes durante os ciclos de
suspensdo de rega que as plantas jovens de C. arabica enxertadas sobre C. canephora
foram submetidas. Pretendemos elaborar um protocolo de pré-condicionamento para os
cultivares de C. arabica através do controle do estresse hidrico durante o desenvolvimento
inicial sob as condi¢des de casa de vegetacdo ou viveiros. Por outro lado, supomos que a
rustificag@o por ciclos de suspensdo de rega pode ser util para minimizar a mortalidade ou

aumentar o desenvolvimento inato de C. arabica.

Materiais € métodos

Cultivares e condigoes de crescimento

Trezentos individuos dos cultivares Acaud, Mundo-Novo e Obata de Coffea arabica
L. (Rubiaceae) enxertado sobre Coffea canephora L. (Rubiaceae) foram utilizados neste
estudo (total de 900 individuos). Cada planta cresceu em um tubete de 125 cm’ suportados
por bandejas quadradas de plastico comumente usadas em viveiros ou casa de vegetagao.
As plantulas cresceram sobre substrato composto de fibra de coco e vermiculita (4:1, ¢/v).
Foi utilizado 1,2 kg de fertilizante Basocote (GMBH e Co., Alemanha) com N (16 %), P (8
%), K (12 %), Zn (0.2 %) e B (0.2 %) para cada 200 dm’ de fibra de coco. Os cultivares
foram aclimatados entre 13-23 de Junho de 2005 sob 75% de irradiagdo solar em casa de
vegetacdo com temperatura média noturna e diurna 18+3,2 e 25.043,0 °C, respectivamente.
De 23 de junho a 04 de julho de 2005 todos os individuos foram aclimatados sob irradiagdo
solar plena no jardim experimental da Universidade Federal de Sao Carlos (21°58°59 S,
47°52°46 O; 843 m a.n.m.), cidade de Sao Carlos, estado de Sao Paulo, sudeste do Brasil.

Os ciclos de suspensao de rega tiveram inicio sob radiagdo solar plena na metade da estagao



8

seca em 04 de Julho de 2005, quando as plantas estavam com 4 (Mundo-Novo e Obatd) e 6

(Acaud) meses de idade. Essas idades sdo usuais para transplante em campo.

Trocas gasosas, eficiéncia no uso da dgua, déficit de pressdo de vapor e valores
integrados de Py

As determinagdes das trocas gasosas foram realizadas utilizando-se um analisador
de gases por infravermelho (“Infra Red Gas Analyzer”) (IRGA), modelo LCA-4 (ADC,
Hoddeston, Inglaterra), sob fluxo de fotons fotossinteticamente ativos (FFFA) saturante
(1300 pmol m™ s, Ronquim e al 2006). Um canhdo de luz dicroica (PLU-002, ADC,
Inglaterra) foi montado sobre o topo da cémara foliar Parkinson (PLCB-4, ADC),
fornecendo FFFA. Durante as medidas de trocas gasosas o LCA-4 funcionou como um
sistema aberto, com uma torre coletando o ar de referéncia longe de fontes emissoras de
CO; (Ronquim et al. 2006). A temperatura da folha (23 + 0,5 °C) foi mantida pelo sistema
Peltier (ADC) e medida por um termopar conectado a cdmara PLCB-4. A umidade relativa
do ar (UR) dentro da camara PLCB-4 foi mantida pelo LCA-4 em 65 %, usando uma
coluna de gas contendo FeSO4*7H,0 hidratado.

As plantas de cada cultivar (300 individuos) foi divididos em 3 grupos. No grupo 1,
a fotossintese liquida (Py), condutancia estomatica (gs), concentragdo substomatica de CO,
(Ci) e a transpiracdo foliar (E) foram medidas diariamente durante a manha (7:00-9:00 h).
O tempo de medida das trocas gasosas de cada cultivar foi de 30 minutos. A eficiéncia
instantanea da transpiracao (EIT) foi calculada pela razao de Pn/E e a eficiéncia no uso da
agua (EUA) pela razdo Pn/gs (Nogueira ef al. 2004). Os valores médios (+ EP) das trocas
gasosas foram obtidos em quatro diferentes folhas expostas ao sol. Essas folhas eram
completamente expandidas, totalmente verdes, livres de danos e cada uma estava
conectada a um diferente individuo no mesmo grupo de plantas crescendo no centro das
bandejas.

Os valores de déficit de pressao de vapor (VPD,;; kPa) durante as medidas de trocas
gasosas foram calculados usando as equagdes I e I (Jones 1992):

DPV,, =0,611375¢' |- (UR107? ) I

air

17,502T,
f= e (IT)
24097+T,,
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e = base logaritmica natural; UR = umidade relativa do ar expressa em porcentagem (%); e
T,;,= temperatura do ar (°C).

Os valores de Py durante os trinta minutos diarios de medida de cada cultivar nos
ciclos de suspensdo de rega (total de 35 dias) foram integrados usando a equacdo III
(Ronquim et al. 2006), a qual deu origem ao valor correspondente ao total de Py em 35 dias
(mol CO, m™):

Py = /f(x) d(x) (111)
[Py = valor integrado Py (IPy); x = intervalo de tempo em segundos durante 6 ciclos de
suspensdo de rega, 30 minutos em 35 dias (varidvel independente); f(x) = variavel

dependente (Py).

Ciclos de suspensdo de rega, potencial hidrico foliar e efeito de borda nas bandejas

Um ciclo de suspensdo de rega consistiu em rega até a capacidade de campo no
primeiro dia e suspensdo da rega nos dias seguintes até que os valores médios de Py fossem
proximos de zero (quando YW foi obtido) ou quando ¥ foi proximo de -2,0 MPa. Os ciclos
de suspensdo de rega (CR) foram repetidos até que os valores de ¥ nao mais diminuissem
ao final de cada CR, resultando no total de 6 CR nos cultivares estudados. Uma referéncia
alternativa (-2.0 MPa) foi escolhida porque valores de potencial osmético foliar entre -2,0 e
-3,0 MPa foram observados em C. arabica sob condi¢des de campo (Da Matta et al. 2003).
Além disso, valores de ¥ entre -2,0 e -3,0 MPa indicaram disponibilidade hidrica reduzida
em C. canephora com 12 meses de idade em condi¢des de campo (Pinheiro ef al. 2004,
Praxedes et al 2006). Valores de ¥ entre -2,0 e -3,0 MPa também foram observados em
plantas adultas de C. arabica em condigao de estresse durante a depressdo do meio dia em
estagdo chuvosa em campo (Ronquim et al. 2006).

Os grupos 2 e 3 (300 individuos em cada grupo de cada cultivar) foram mantidos
nos mesmos CR do grupo 1. Quando o valor médio de Py no grupo 1 chegou a zero foram
determinados os valores médios de ‘¥ nas plantas dos grupos 2 e 3, durante a manha (9:00 h
—10:00 h). Cinco folhas expandidas em 5 diferentes plantas de cada cultivar foram usadas
para a obtencdo de valores médios de ¥ através de uma bomba de pressao (modelo 3005,
Santa Barbara Soil Moisture, Santa Barbara, EUA). As plantas que cresciam na borda das

bandejas de suporte ndao foram consideradas para as trocas gasosas ou para as
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determinacdes de W, evitando os efeitos exagerados do vento, da temperatura e do déficit
de pressao de vapor nas folhas proximas a borda das bandejas.
Analise dos dados e sobrevivéncia

Constatada a anormalidade dos dados, as correlagdes entre E-g;, g.-Ci, Ci-Pn, Pn-gs
e Px-E entre 1-3, 4-6 e 1-6 ciclos de suspensdo de rega foram testadas pela correlagdo de
Spearman, sendo consideradas significantes aquelas com nivel de decisdo (a) em p < 0,05.
A sobrevivéncia durante os CR foi determinada como porcentagem de plantas vivas em

relagdo s 300 plantas de cada cultivar no inicio do experimento.

Resultados

Apds 2 CR (cerca de 10 dias) os valores médios de gs reduziram consistentemente
(de 0,15 para 0,01 mol m™ s) em todos os cultivares (Figuras 1, 2 e 3). Os baixos valores
de g, foram mantidos mesmo apds as regas subseqiientes. Os valores minimos de E e de Py
diminuiram a cada CR. Os valores de E foram influenciados por gs, uma vez que essas
variaveis foram significativamente correlacionadas entre 1-6 CR em todos os cultivares
estudados (p<0,01; rs > 0,83, Tabela 1). Os valores de DPV foram menores que 1,0 kPa
durante os 6 CR.

Aumento de g5 ocorreu logo apos a rega em cada CR. Por exemplo, o valor médio
de g, entre os cultivares aumentou de 0,006 para 0,019+12 mol m?s! apos a segunda rega
(cerca de 10 dias) e de 0 para 0,014 mol m™ s™ apds a quarta rega (cerca de 20 dias). Nos
primeiros 3 CR, a recuperacdo de Py ocorreu simultaneamente com gs apds a rega. Por
exemplo, o valor médio de Py entre os cultivares aumentou de 0,25+ 0,65 para 3,49+0,53
pumol m™? s ap6s a segunda rega. Por outro lado, apés 3 CR, o valor correspondente de Py
foi menor apds a rega, por exemplo, de -0,09+0,86 para 1,18+0,72 pmol m? s™ apés a
quarta rega. A menor recuperagdo de Py apos 3 CR foi simultdnea ao aumento de Ci nos
cultivares (e.g. de 204+53 para 648+504 ppm logo apods a quarta rega). Além disso, Py e gs
foram correlacionados apenas entre 1-3 CR quando os dados dos trés cultivares foram
unidos (p < 0,01, rs = 0,56, Tabela 1).

Durante os 3 CR, os valores de ¥ decresceram lentamente em AC (Figura 1) e em

MN (Figura 2). AC e MN apresentaram valores de ¥ maiores que -1.5 MPa durante os 6
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CR. Em OB, os valores de ¥ foram cada vez mais negativos a cada CR, alcancando -2.0
MPa em 35 dias, 6 CR (Figura 3). Apenas em AC houve correlacdo significativa entre Px-E
(p<0,01; rs = -0,49, Tabela 1) de 1 a 6 CR. Em AC e MN houve correlacdo significativa
entre Pn-gs (p<0,01; rs > 0,44) e g-~Ci (p<0,01; rs > 0,42, Tabela 1) entre 1-6 CR. Por outro
lado, Ci foi correlacionado com Py entre 1-6 CR em todos os cultivares (p<0,03; rs > -0,38,
Table 1). AC apresentou valores positivos de Py durante 6 CR e o maior valor integrado de
fotossintese (IPy) entre os cultivares (6,0 mol m™). Os valores de IPy para cada cultivar sio
apresentados nas Figuras 1, 2 e 3 (painel no topo).

Apenas em AC os valores maximos e¢ minimos de EUA e EIT apresentaram
tendéncia de aumento apds 3 CR (Figura 1). Os valores de Ci foram mais estdveis em AC
que nos outros cultivares (Figura 1). Em MN, os valores de Px, EUA e EIT foram positivos
entre 1-3 CR. Entre 4-6 CR (apds 15 dias de experimento) Py diminuiu em MN até
proximo de zero ao final de cada CR, quando os valores médios de EUA, EIT e Ci
apresentaram as maiores amplitudes de variagdo (Figura 2). A reducgdo de Py apds 3 CR em
MN diminuiu IPy em 3,07 mol m™ (Figura 2). Valores negativos de Py ocorreram desde o
fim do primeiro CR em OB (Figure 3), quando houve forte oscilagdo de EUA, EIT e Ci
apos 2 CR (Figura 3). O valor de IPy (2.0 mol m™) em OB foi o menor entre os cultivares.

Apds 3 CR, a sobrevivéncia foi reduzida em 5% a cada ciclo (Figura 4). Nao houve
grande diferenca de sobrevivéncia entre os cultivares no decorrer do experimento. A maior
mortalidade, cerca de 10 %, ocorreu entre 1-2 CR (durante os primeiros 5 dias de
experimento). Em 3 CR a sobrevivéncia foi de 80%, e apds 6 CR, de 70 % (35 dias). A

maior mortalidade ocorreu nas plantas que cresciam na borda das bandejas de suporte.
Discussao

Foi observada alteragdo permanente do comportamento estomatico durante os ciclos
de suspensao de rega (CR). A principal alteragdo foi em g, o qual reduziu de 0.15 para
0.01 mol m? s™ apés 2 CR em todos os cultivares mesmo apds as regas subseqiientes. A
transpiragdo também foi fortemente reduzida apoés 2 CR, uma vez que foi
significativamente correlacionada com gs. Browning e Fisher (1975) notaram que a abertura

estomatica diminuiu a metade quando plantas adultas de Coffea arabica foram submetidas
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a 4 semanas de estresse hidrico em campo. Genotipos de C. canephora sensiveis (46 e
109A) ou tolerantes (14 e 120) ao déficit hidrico foram submetidos a suspensao da rega em
casa de vegetacdo até que o valor de ¥ antes do amanhecer fosse igual a -3,0 MPa, quando
g, diminuiu de 0,09 para 0,03 mol m™ s no genétipo tolerante e de 0,10 para 0,05 mmol m"
* 5™ no sensivel (Pinheiro ef al. 2005). No presente estudo, g, diminuiu permanentemente,
15 vezes (de 0,15 para 0,01 mol m™ s™) ja no segundo CR. Os valores de g foram mantidos
em cerca de 0,01 mol m™ s™ mesmo apos as regas subseqiientes. Portanto, cerca apos 2 CR
(10 dias) foram suficientes para promover uma alteracdo consistente e permanente do
padrao do comportamento estomatico, o que indica rustifica¢do potencial de AC, MN e OB.

O aumento temporario de gs ocorreu logo apds a rega em cada CR. O aumento de g
permitiu a recuperacao de Py entre 1-3 CR. Entretanto, entre 4-6 CR, Px ndo foi recuperado
como g apos a rega. O aumento momentaneo de g, sem incremento correspondente de Py
promoveu acumulo de CO, na camara substomatica indicando danos na maquinaria
fotossintética apos o terceiro CR. Além disso, aumento da disponibilidade de CO, em
funcdo de maiores valores de g, e menor seqiiestro de CO, na camara sustomatica
resultaram em aumento e/ou maior amplitude de variacao de Ci em todos os cultivares apos
o terceiro CR.

MN e AC apresentaram valores médios de ¥ maiores que -1.5 MPa durante os CR,
enquanto ¥ em OB alcangou -2.0 MPa ao final do experimento. Isto pode estar ligado as
distintas tolerancias ao estresse hidrico de cada cultivar mesmo antes de terem sido
submetidos a ciclos de suspensdo de rega. AC e MN foram reconhecidos tolerantes a
reduzida disponibilidade hidrica e OB sensivel (Fundacdo Procafé 2006). Em AC, maiores
valores de Py durante os CR proporcionaram o maior IPy entre os cultivares (6,0 mol m™).
A manuten¢do de valores positivos de Py e a diminuicdo de E promoveram o aumento da
EUA e da EIT mesmo ap6s 3 CR em AC. A diminui¢do de gs e de E, a manutencdo de Py e
de Ci e 0 aumento de EUA e EIT entre 1-6 CR demonstraram que AC pode ser submetido a
6 CR (35 dias) com menor prejuizo no balango de carbono e hidrico. Em MN, g proximo a
0.01 mol m?s™", valores positivos de Py, EUA e EIT até 15 dias de experimento indicaram
que 3 CR reduziram a abertura estomatica sem danos aparentes no aparato fotossintético. A

correlacdo significativa (0,57 > rs > 0,42) entre g--Py e entre g-Ci em AC e em MN
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indicaram que g influenciou significativamente a disponibilidade de CO, nos trés
cultivares durante os 6 CR.

Apo6s 6 CR, os valores de ¥ foram proximos a -2.0 MPa em OB, indicando estresse
hidrico severo (Da Matta et al. 2003, Pinheiro et al. 2004, Praxedes et a/ 2006, Ronquim et
al 2006). A continua redugdo de ¥ em OB pode ter imposto condigdes fisiologicas nas
folhas para reduzir gradativamente Py, EUA e EIT até valores negativos durante os 6 CR.
A auséncia de correlagdo significativa entre Px-g; e entre Ci-g; em OB indica que redugdes
de Px e 0 aumento de Ci ndo devem ser explicadas pelo comportamento estomatico de OB
entre 1-6 CR, mas por danos diretos na maquinaria fotossintética como mesmo no primeiro
CR. Em OB, valores de Py negativos mesmo no primeiro CR e recuperagdao mais lenta de
Px como em 3 CR resultaram no menor valor de 1Py (2,0 mol m'z). Deste modo, OB deve
ria ser submetido a 2 CR, quando ja havia alteragdo permanente do padrao de g;,. Aumento
de Ci logo apos a rega entre 2-6 CR indicam diminui¢do na condutancia de CO; no
mesofilo em OB.

Os valores de [Py podem representar uma capacidade de aclimatacdo ao estresse
hidrico. O gradiente de diminui¢do de IPy (6,0, 3,1 e 2,0 mol m'z) entre os cultivares esta
ligado ao numero de CR (6, 3 e 2 para AC, MN e OB, respectivamente) sem dano aparente
ao aparato fotossintético. Como ocorreram mortes durante os ciclos de suspensao de rega, ¢
necessario realizar o menor niimero de ciclos possivel. Apds 3 CR, a rustificacdo potencial
foi demonstrada pela alteracdo permanente do padrdo de comportamento estomatico e a
sobrevivéncia foi igual ou maior que 80% em todos os cultivares. Portanto, 3 CR (cerca de
duas semanas) sao recomendados como protocolo pratico para a rustificacdo potencial dos
trés cultivares estudados. A maioria das mortes ocorreu na borda das bandejas de suporte. A
porcentagem de sobrevivéncia e a localizacdo das mortes nas bandejas de suporte podem
ser usadas como referéncias visuais durante a rustificacdo potencial por CR. Maior
porcentagem de sobrevivéncia durante os CR deve ocorrer quando as mudas crescerem em
bancadas com centenas de bandejas lado a lado, situagdo comum em casas de vegetacao,
diminuindo relativamente o efeito de borda. A maioria das plantagdes de café em todo o
mundo pertence a pequenos produtores em areas onde a disponibilidade hidrica nem
sempre ¢ adequada e os custos de irrigacdo sdao elevados (Da Matta ¢ Ramalho 2006).

Rustificacdo por CR em Coffea ¢ uma pratica bastante eficiente para minimizar as perdas
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de mudas apds o transplante em condigdes de campo. A rustificacdo por CR ¢ simples,
rapida e de custo reduzido.

Resumindo, os ciclos de suspensdo de rega (CR) modificaram consistentemente o
comportamento estomatico dos cultivares de C. arabica. O principal pardmetro alterado foi
gs, 0 qual modificou permanentemente o padrdo de trocas gasosas foliares nos CR
subseqiientes em todos os cultivares e pode indicar rustificacdo potencial. Ao final de cada
ciclo de suspensdao de rega, a redugdo de g resultou em diminuicao gradual de E e os
maiores valores de EUA e EIT. Os CR de Acaud condicionaram aumento de EUA e EIT
apos 3 CR (20 dias). Em Mundo-Novo, a reducdo de Py, a estabilidade de g, e a forte
oscilagdo de Ci, EUA e EIT apd6s 15 dias indicaram que 2 semanas ¢ um periodo adequado
os CR. Em Obata, a redugdo de ¥ até proximo de -2,0 MPa e valores negativos de Pn, EUA
e EIT especialmente ap6s 2 CR demonstraram que a rustificacdo deve ser realizada com o
minimo de tempo possivel. De maneira pratica, cerca de 3 CR (2 semanas) antes de
crescerem em campo sao suficientes para alterar consistentemente € permanentemente o
padrao de trocas gasosas foliares de plantas jovens de C. arabica, mantendo maiores taxas

de sobrevivéncia (80%).
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Figura 1. Valores médios (simbolos) e erro padrao da média (barras) da fotossintese liquida
(Pn), potencial hidrico foliar (¥), condutancia estomatica (gs), concentracdo substomatica
de CO; (Ci), transpiracao (E), eficiéncia instantanea da transpiragdo (EIT) e eficiéncia no
uso da agua (EUA) durante 6 ciclos de suspensdo de rega no cultivar Acaud de Coffea
arabica enxertado sobre Coffea canephora com 6 meses de idade e crescendo em
recipientes plasticos de 125 ml. [Py = valor integrado de Py durante 6 ciclos de suspensao

de rega. As setas indicam os dias de rega.
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Figura 2. Valores médios (simbolos) e erro padrao da média (barras) da fotossintese
liquida (Pn), potencial hidrico foliar (¥), condutancia estomatica (gs), concentragdo
substomatica de CO; (Ci), transpiragdo (E), eficiéncia instantanea da transpiragao (EIT) e
eficiéncia no uso da agua (EUA) durante 6 ciclos de suspensdo de rega no cultivar Mundo-
Novo de Coffea arabica enxertado sobre Coffea canephora com 4 meses de idade,
crescendo em recipientes plasticos de 125 ml. [Py = valor integrado de Py durante 6 ciclos

de suspensdo de rega. As setas indicam os dias de rega.
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Figura 3. Valores médios (simbolos) e erro padrao da média (barras) da fotossintese liquida
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de CO; (Ci), transpiracdo (E), eficiéncia instantanea da transpira¢do (EIT) e eficiéncia no
uso da agua (EUA) durante 6 ciclos de suspensdo de rega no cultivar Obata de Coffea
arabica enxertado sobre Coffea canephora com 4 meses de idade, crescendo em

recipientes plasticos de 125 ml. IPy = valor integrado de Py durante 6 ciclos de suspensao
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Tabela 1. Correlagdes de Spearman entre a concentragdo substomatica de CO, (Ci),
fotossintese liquida (Py), transpiracdao (E), and condutancia estomatica (gs) nos cultivares
Acaud, Mundo-Novo e Obata e na unido dos dados de todos os cultivares de Coffea arabica
enxertado sobre Coffea canephora de 1-3, 4-6 e 1-6 ciclos de suspensdo de rega. rs=
Coeficiente de correlagdo de Spearman. p= Probabilidade associada com nivel de decisdo

em a<0.05. Valores de rs em correlagdes nao significativas foram omitidos e simbolizados

por tragos.
Acaua Mundo-Novo Obata Todos
p 1S p IS p IS p 1S

1-6 CR

Cix Py 0.03 -0.39 0.02 -0.46 0.03 -0.38 <0.01 -0.29
E x g <0.01 0.83 <0.01 0.90 <0.01 0.88 0.01 0.85
PvxE <0.01 -0.49 0.86 -- 0.26 -- <0.01 0.59
Pnx g 0.01 0.44 <0.01 0.57 0.06 -- <0.01 0.52
gsx Ci <0.01 0.57 0.01 0.42 0.22 - 0.96 --
1-3 CR

Cix Py 0.09 -- 0.02 -0.55 0.22 -- 0.40 --
E x g <0.01 0.74 <0.01 0.87 <0.01 0.67 <0.01 0.77
Pvx E <0.01 0.69 0.93 - <0.01 0.76 <0.01 0.54
Pn X g <0.01 0.67 0.49 - 0.01 0.58 <0.01 0.56
gsx Ci 0.20 -- 0.91 - 0.82 -- 0.91 --
3-6 CR

Cix Py 0.88 -- 0.04 -0.64 <0.01 -0.90 <0.01 -0.65
E x g <0.01 0.98 <0.01 0.81 <0.01 0.88 <0.01 0.89
PvxE 0.53 -- <0.01 0.81 0.08 -- <0.01 0.50
Pn X g 0.39 -- 0.04 0.63 0.19 -- 0.06 -

g.x Ci 0.76 - 0.89 -- 0.24 -- 0.43 -
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de idade.
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Resumo

Foi verificado se a prévia rustificacdo potencial por ciclos de suspensao de rega resultou em
diferencas significantes na estrutura da copa e na acumula¢do de biomassa durante o
desenvolvimento inicial em campo de Coffea arabica enxertado sobre C. canephora. A
rustificagdo condicionou acimulo de biomassa de folha, caule e de raiz significativamente
maiores (p<0,05) em relacdo as plantas controle (ndo submetidas a ciclos de suspensdo de
rega) dos cultivares Mundo-Novo e Obatd. O diametro do caule, a altura, o nimero de
folhas € o numero de ramos também foram significativamente maiores nos individuos
previamente rustificados. As maiores diferengas na estrutura da copa e no acimulo de
biomassa entre as plantas controle e rustificadas foram encontradas principalmente apos o
periodo de reduzida disponibilidade hidrica (210 dias em condigdes de campo). A maior
area foliar e o maior numero de folhas e de ramos nas copas dos individuos rustificados
podem proporcionar maior assimilagdo de carbono e producdo de graos em campo.
Portanto, a rustificagdo prévia proporcionou um maior € menos interrompido
desenvolvimento vegetativo apos o transplante em campo de ambos cultivares estudados.

Palavras chave: Area foliar, Biomassa, Coffea arabica, Crescimento, Desenvolvimento

inicial, Estrutura da copa, Rustificagao

Abreviacdes: BA/BS — biomassa aérea pela subterranea; g — condutancia estomatica; ¥ —

potencial hidrico foliar; DCC - Dias em condigdes de campo

Introdugao

Coffea arabica ¢é originario da Etidpia, onde cresce sombreado por arvores mais
altas. Elevados valores de déficit de pressdo de vapor e temperatura do ar limitam
fortemente a assimilagdo de carbono em C. arabica (Ronquim et al. 2006). Além disso, o
estresse hidrico também limita a fotossintese liquida de C. arabica por meio da reducdo da

area foliar na copa (Carr 2001). Temperatura do ar acima de 30 °C ou abaixo que 15 °C
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provocam a diminui¢do do crescimento, a perda de clorofila nas folhas e a queda das flores
(Franco 1958, Camargo 1985). Alta radiagdo solar promove elevadas temperaturas do ar e
da folha nas areas de cultivo do cafeciro na América do sul. Condi¢des desfavoraveis no
solo e na atmosfera podem ser ainda mais prejudiciais sobre o balango hidrico e de carbono
em plantas no estadio inicial de desenvolvimento (Larcher 2003), quando ha pouco volume
de reservas.

Quando submetidas a reduzida disponibilidade hidrica, Coffea arabica e de C.
canephora apresentam aumento do tamanho das raizes e redugdo da abertura estomatica, da
area foliar e do niimero de ramos (Carr 2001). Gendtipos 14 e 120 de C. canephora
tolerantes ao estresse hidrico apresentaram sistema radicular mais profundo e com maior
biomassa apds serem submetidos ao estresse hidrico até potencial hidrico foliar de -3,0
MPa (Pinheiro et al. 2004, 2005). Da Matta et al (2003) observaram maior area foliar,
valores de potencial hidrico foliar e produtividade, mas menores valores de condutancia
estomatica no genotipo 120 de Coffea canephora tolerante ao estresse hidrico em relacao
ao genotipo sensivel (46). O cultivar Mundo-Novo de C. arabica ¢ considerado tolerante ao
estresse hidrico e Obatda, bom produtor, mas intolerante ao estresse hidrico (Fundagao
Procafé 2006). A enxertia dos cultivares Mundo-Novo e Obata de C. arabica sobre C.
canephora € uma pratica que minimiza os impactos do estresse hidrico sobre o
desenvolvimento de C. arabica, aumentando a capacidade de exploragdo do solo em
condigdes de campo (Fahl ez al. 1998, 2001).

As reagdes estomaticas ao potencial hidrico foliar (V) podem ser alteradas
definitivamente quando plantas jovens sdo submetidas a ciclos de estresse hidrico (Brown
et al 1976, Jones e Turner 1978, Ackerson, 1980). Ciclos repetidos de estresse hidrico
modificam a relacdo turgescéncia-¥ (Brown et al. 1976) e a concentragdo de ABA nas
folhas (Ackerson 1980). Se cafeeiros rustificados apresentam um padrdo de trocas gasosas
significativamente e permanentemente alterado, a rustificagdo poderia alterar também o
padrao de crescimento. Nossa hipotese ¢ que a rustificagdo sob ciclos de suspensdo de rega
deve conferir balangos hidrico e de carbono mais positivos. Portanto, o precondicionamento
pode promover o crescimento ¢ o acumulo de biomassa desde o desenvolvimento inicial
sob condigdes adversas. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da prévia

rustificagdo por ciclos de suspensdo de rega sobre o desenvolvimento de Coffea arabica
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(cultivares Mundo-Novo e Obatd) enxertado sobre C. canephora em condigdes de campo.
Para tanto foram acompanhados o actimulo de biomassa e a estrutura da copa em
individuos previamente rustificados e em individuos controle (ndo submetidos a ciclos de

suspensdo de rega) durante estacdes imida e seca ao longo do ano.

Materiais e métodos

Material vegetal, rustificagdo prévia, e condigoes de crescimento em campo

Os cultivares Mundo-Novo e Obata de Coffea arabica L. (Rubiaceae) enxertados
sobre Coffea canephora L. (Rubiaceae) apresentavam 180 dias de idade quando foram
plantados em condi¢des de campo. O cultivar Acaua foi utilizado no primeiro manuscrito
desta série, mas nao neste segundo, devido a contaminagdo por fungos nas raizes de todos
os individuos logo apos o transplante para o campo. Os cafeeiros apresentavam 120 dias de
idade e cresciam em tubetes de 125 cm’ quando foram previamente rustificados
potencialmente sob ciclos de suspensao de rega (Novaes e Prado, primeiro manuscrito desta
série).

Cinqlienta exemplares rustificados e 50 exemplares controle (ndo submetidos aos
ciclos de suspensdo de rega) de cada cultivar foram transplantados para condigdes de
campo com espacamento de 20 x 20 cm. O total de 200 individuos cresceu distribuido em
quatro canteiros. Cada canteiro (1,5 x 1,5 m) recebeu um tratamento por cultivar,
totalizando 50 exemplares por canteiro. Os canteiros estavam distribuidos lado a lado no
jardim experimental do Departamento de Botanica da Universidade Federal de Sao Carlos
(21°58°59 S, 47°52°46 O; 843 m a.s.l.), cidade de Sao Carlos, Estado de Sao Paulo, sudeste
do Brasil. O substrato para o plantio foi preparado com um més de antecedéncia com
latossolo estercado na propor¢ao de 4:1 (solo:esterco de origem animal, v/v). A calagem
prévia foi realizada com calcareo dolomitico na proporcao de 0,5 kg por kg de solo
aumento do pH ao redor de 6,0. A aplicacdo de calcareo foi realizada em 150, 240 e 420
dias em condi¢des de campo (DCC). A adubagdo quimica (N 4%, P 14%, K8%) foi
realizada aos 165, 255 e 435 DCC. Regas didrias foram realizadas durante o primeiro més

(agosto de 2005) apods o transplante para campo.
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Os cultivares cresceram sob clima subtropical com inverno seco € verdo quente e
umido (tipo Cwa segundo a classificagao de Koppen). O periodo seco ocorre nos meses de
maio a setembro e o periodo chuvoso entre setembro e fevereiro (Monteiro e Prado 2006,
Damascos et al. 2005). O historico de temperatura anual média é de 21° C e a precipitagdo
anual média ¢ de 1520 mm (Tolentino, 1967). As informagdes meteorologicas decenais
(precipitacdo, temperaturas maxima, média e minima) foram obtidas na estacdo 83726 do
Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), localizada na area norte da Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), distante 1 km do jardim experimental onde ambos os
cultivares cresceram.

O calculo do balango hidrico entre o solo e a planta foi realizado através de
planilhas de ambiente EXCEL TM (Rolim et al 1998), a qual funcionou utilizando os
valores de temperatura do ar (°C) e precipitagdo (mm) decendiais, a latitude da area de
estudo e a capacidade de agua disponivel para Coffea arabica segundo Pereira et al (2002).
Alta disponibilidade hidrica ocorreu entre 0-210 dias em condi¢des de campo (DCC) e

entre 420-540 DCC. O periodo de estiagem ocorreu entre 210-420 DCC (Figura 1).

Caracteristicas da copa, da folha e determina¢do da biomassa nos compartimentos da
planta

Determinagdes da estrutura da copa foram realizadas em cinco plantas rustificadas e
5 plantas controle de cada cultivar em cada periodo de medic¢ao ao longo do ano. O numero
de folhas, ramos, altura e didmetro da base do caule proxima ao solo foram realizados em
intervalos de 30 dias sob alta (120 e 540 dias em condi¢des de campo, DCC) e reduzida
(270 e 420 DCC) disponibilidade hidrica. Ramos foram contados como aqueles originados
sobre o caule ou sobre um ramo formado anteriormente. Para as medidas de didmetro da
base do caule, foi utilizado um paquimetro. Para as medidas de altura das plantas (do solo
até a inser¢do da gema apical), foi utilizada uma régua de 1,0 m. As determinagdes da area
foliar foram realizadas sob alta (150 ¢ 540 DCC) e reduzida (300 DCC) disponibilidade
hidrica. Todas as folhas de 5 plantas de cada cultivar foram destacadas e escaneadas para a
determinacdo da area foliar total por planta nos tratamentos rustificado e controle. A area

foliar total foi estimada pelo programa Image-Pro (Media Cybernetics version 4.0, EUA).
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A razdo de area foliar foi calculada pela divisdo da biomassa total (g) por area foliar total
(m?),

A biomassa seca foi determinada (média + EP) por meio de 10 plantas controle e 10
rustificadas de cada cultivar em cada periodo durante o ano. A determinacao da biomassa
ocorreu aos 150, 210, 300, 420 e 540 DCC. As plantas foram divididas em folhas, caule e
raizes. Cada compartimento foi seco separadamente em estufa sob 60 °C até massa
constante. A soma dos valores de biomassa de folhas e caule representou a biomassa aérea.
A soma dos valores de biomassa de folhas, caule e raizes representou a biomassa total. Foi

calculada a razdo da biomassa aérea pela subterranea (raizes) em cada planta.

Analise estatistica e sobrevivéncia

Devido a anormalidade dos dados, os valores médios de biomassa e estrutura da
copa foram testados por andlise de varidncias ndo-paramétricas (Mann-Whitney),
considerando diferencas significantes aquelas com nivel de decisdo (o) quando p < 0,05. Os
valores da razdo de area foliar foram normais e, portanto, foram analisados por Anova com
p < 0,05. A sobrevivéncia em cada tratamento dos cultivares foi determinada como a
porcentagem de plantas vivas ao final do experimento (540 DCC) em relagdo as 50

plantadas no inicio do experimento em cada canteiro.

Resultados

Nao houve diferencas na altura ou numero de folhas entre os tratamentos em ambos
cultivares em até 200 DCC (Figura 2). Maiores valores (p < 0.05) de altura e numero de
folhas ocorreu nas plantas rustificadas de Mundo-Novo e Obata entre 210-540 DCC. O
nimero de ramos foi significativamente maior nas plantas rustificadas de ambos os
tratamentos entre 270-540 DCC (Figura 2).

Maiores valores (p < 0.05) de biomassa total e de caule ocorreram em 150 e 300 DCC
nas plantas rustificadas de Mundo-Novo e Obata, respectivamente (Figura 3). O tratamento
rustificado de ambos os cultivares apresentou significativamente maiores biomassa de
folhas, biomassa aérea e subterrdnea apds 200 DCC (Figura 3). O diametro da base do

caule foi significativamente maior nas plantas rustificadas apos 360 DCC (Figura 3). A area
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foliar foi maior nas plantas rustificadas em ambos cultivares ao final do experimento (540
DCC). Somente no cultivar Obata houve maiores valores significativos da razdo BA/BS ao
longo do ano em relacio ao tratamento controle. A razdo de area foliar foi
significativamente maior no tratamento rustificado de Obata em 300 DCC e no tratamento
controle de Mundo-Novo em 540 DCC. As taxas de sobrevivéncia foram de 94% em
ambos os tratamentos do cultivar Mundo-Novo, e de 88 e 78%, respectivamente, em Obata
controle e rustificado apo6s 540 DCC.

Resumindo, diferencas menores na estrutura da copa e no acumulo de biomassa nos
compartimentos da planta ocorreram entre os tratamentos de ambos os cultivares sob
periodo alta disponibilidade hidrica (entre 0-210 DCC). Apds 270 DCC as plantas foram
naturalmente submetidas ao estresse hidrico devido a estiagem de inverno. Assim,
diferengas na estrutura de copa e no acumulo de biomassa foram mais evidentes em estresse
hidrico (entre 210-420 DCC). As diferencgas entre os tratamentos foram maiores no segundo
periodo de elevada disponibilidade hidrica, quando os valores médios foram sempre

maiores nas plantas rustificadas de ambos os cultivares em até 540 DCC.

Discussao

Como observado por Novaes e Prado no primeiro manuscrito desta serie, a
rustificagdo condicionou uma alteragdo permanente do padrao de trocas gasosas foliares
dos cultivares de Coffea arabica ap6s 3 ciclos de suspensao de rega (15 dias). Em plantas
pré-condicionadas, a diminui¢do da condutancia estomatica (gs) provavelmente ocorreu
permitindo maior eficiéncia do uso da 4gua em campo mas sem diminui¢ao substancial da
fotossintese liquida. Este comportamento estomatico aconteceu entre os 1-3 ciclos de
suspensao de rega em ambos cultivares (primeiro manuscrito). A manuten¢do de valores
reduzidos de g, evitando a perda de dgua por transpiracao ¢ particularmente importante em
plantas com maior area foliar como as previamente rustificadas (Figura 3). A partir de um
comportamento diferenciado de trocas gasosas foliares, as plantas rustificadas foram
capazes de aumentar os componentes positivos do balango hidrico e de carbono,
acumulando maior biomassa e area foliar. Isso ocorreu principalmente durante e apos o

periodo seco de inverno, até¢ 540 DFC.
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Balangos de carbono e hidrico mais positivos foram acompanhados por um aumento
proporcional dos compartimentos da planta (folhas, caule e raizes) no tratamento
rustificado. Isso assegurou as menores diferengas da razdo BA/BS e da razdo de area foliar
entre os tratamentos em até 540 DCC, mantendo um crescimento equilibrado entre as partes
autotroficas e hetetrotroficas. Por outro lado, o aumento da demanda transpiracional foi
acompanhando por aumento da biomassa e do diametro do caule que proporcionaram
aumento da capacidade de condugdo para atender a demanda de dgua na copa. Além disso,
maior biomassa e didmetro de caule devem ter ocorrido para suportar o aumento do fluxo
de fotossintatos para o sistema radicular mais desenvolvido nas plantas rustificadas. Uma
maior area foliar permite em curto prazo maior assimilacdo de carbono em plantas
rustificadas. Aumento das taxas de assimilagdo de carbono em copas mais ramificadas
estabelece as condigdes necessarias para aumentar a producdo de graos em plantas de
Coffea arabica.

Maiores valores de biomassa e estrutura da copa comprovaram a rustificagdo das
plantas. A pratica de rustificagdo por ciclos de suspensdo de rega antes do plantio foi
eficiente em melhorar o desenvolvimento inicial das plantas frente as limitagdes climaticas
ao longo do ano. Maior area foliar em copas mais ramificadas nas plantas rustificadas
podem ainda proporcionar maior producdo de graos. A pratica de rustificagdo deve ser
adotada nos cultivares de Coffea, pois este processo ¢ simples e rapido (primeiro
manuscrito desta série) e o desenvolvimento vegetativo inicial sob condi¢des de campo ¢

fortemente favorecido.
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Figura 1. Balanco hidrico durante o desenvolvimento inicial de Coffea arabica em
condi¢des de campo. As areas negras e brancas no grafico representam o balaco hidrico
positivo (excedente hidrico) e negativo (déficit hidrico), respectivamente. A barra
horizontal acima da figura representa os periodos de alta (negra) e reduzida (branca)
disponibilidade hidrica ao longo dos anos. Os nlimeros acima da barra representam os dias

de crescimento em condigdes de campo.



31

N b
o
o

Numero
de folhas
3

o

o

N W
o

=3 fi
soeege—

* %% % % * *
| L #  #ew#  # #

Numero
de ramos
)

o

100 200 300 400 500
Dias em condi¢cbes de campo

Figura 2. Valores médios (simbolos, n = 5) e erro padrao da média (barras conectadas aos
simbolos) da altura, do numero de folhas e ramos e dos cultivares Mundo-Novo
(triangulos) e Obata (circulos) de Coffea arabica L. enxertado sobre Coffea canephora.
Simbolos vazios (A, o) e solidos (A, ) indicam, respectivamente, os valores médios de
plantas rustificadas e controle. Os simbolos abaixo dos painéis indicam quando diferencas
significativas (p<0,05) ocorreram entre os valores médios das plantas rustificadas e
controle de Mundo-Novo (#) e Obatd (*). As barras horizontais acima da figura

representam os periodos de alta (negra) e reduzida (branca) disponibilidade hidrica.
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Figura 3. Biomassa e caracteristicas da copa e das folhas em plantas Coffea arabica
enxertada sobre Coffea canephora, cultivares Mundo-Novo (triangulos) e Obata (circulos)
crescendo em condicdes de campo. Simbolos vazios (A, o) e solidos (A, ®) indicam,
respectivamente, os valores médios (n=10) de plantas rustificadas e controle. Os simbolos
abaixo dos painéis indicam quando diferengas significativas (p<0,05) ocorreram entre os
valores médios das plantas rustificadas e controle de Mundo-Novo (#) e Obata (*). As
barras horizontais acima da figura representam os periodos de alta (negra) e reduzida

(branca) disponibilidade hidrica. BA/BS = razdo de biomassa aérea (BA) por subterranea

(BS).
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CONSIDERACOES FINAIS

. Os ciclos de suspensio de rega (CR) modificaram consistentemente o
comportamento das trocas gasosas dos cultivares de C. arabica.

. O principal parametro alterado foi a condutancia estomatica (gs), o qual modificou
permanentemente o padrao de trocas gasosas foliares nos CR subseqiientes em todos os
cultivares.

. Ao final de cada ciclo de suspensdo de rega, a redugdo de g, condicionou a
diminui¢do da transpiracdo e os maiores valores da eficiéncia no uso da agua (EUA) e
eficiéncia instantanea da transpiragao (EIT).

. Os ciclos de rega em Acaua condicionaram aumento de EUA e EIT apds 20 dias (3
CR).

. Em Mundo-Novo, a redugdo da fotossintese liquida (Px), a estabilidade de g;, EUA
e EIT e a forte oscilagdo da concentragdo interna de CO, (Ci) apds 16 dias indicaram que 2
semanas sdo adequadas para a potencial rustificagao.

. Em Obata, a reducdo do potencial hidrico foliar (V) até proximos a -2,0 MPa e
valores negativos de Py, EUA e EIT mesmo nos primeiros ciclo de suspensdo de rega
demonstrou que a potencial rustificacdo deve ser realizada com o minimo de tempo
possivel.

. De maneira pratica, cerca de 2 semanas de rustificacdo (3 CR) sdo suficientes para
alterar consistentemente o padrdo de trocas gasosas foliares de plantas jovens de C.
arabica, mantendo maiores taxas de sobrevivéncia (80%).

. Apds o plantio em campo as plantas rustificadas de Mundo-Novo e Obata
apresentaram melhor desenvolvimento inicial das plantas frente as diversas limitagdes
impostas pelo clima em campo durante dois anos, comprovando a rustificagdo das plantas.
Isto foi demonstrado por valores relacionados a estrutura da copa e ao acimulo de biomassa
nos varios compartimentos das plantas de Mundo-Novo e Obata.

. Maior numero de folhas e de area foliar no tratamento rustificado podem ainda
proporcionar um balango de carbono mais favoravel, e um desenvolvimento menos

impedido nas plantas rustificadas.
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J A pratica de rustificagdo deve ser adotada nos cultivares de Coffea arabica
estudados, pois este processo € simples e rapido e o desenvolvimento vegetativo inicial sob

condig¢des de campo ¢ fortemente favorecido.
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HARDENING coffea arabica BY WATERING CYCLES
1. GAS EXCHANGE AND LEAF WATER POTENTIAL BEFORE GROWING UNDER FIELD
CONDITIONS

Paula Novaes' and Carlos Henrique Britto Assis Prado'*
Universidade Federal de Sdo Carlos, Departamento de Botanica, Laboratoério de Fisiologia Vegetal.
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Abstract

Young plants of Coffea arabica grafted over C. canephora were submitted to six watering cycles
(WC) during 35 days of hardening. Each WC was accomplished when net photosynthesis (Py) was
close to zero or leaf water potential (V) close to -2.0 MPa in Acaud (AC), Mundo-Novo (MN), and
Obata (OB) cultivars. After 2 WC (about 10 days of hardening) g; dropped from 0.15 to 0.01 mol
m™” s changing the pattern of leaf gas exchange in subsequent WC in all cultivars. From 3 to 6 WC
high oscillations of water use efficiency or substomatal CO, concentration took place besides
negative Py at the end of each WC. After 3 WC g, and Ci increased more than Py indicating some
damage in photosynthetic machinery after watering. It happened strongly in OB, which showed
progressive reduction of Py after 3 WC and the lowest values of ¥ (-2.0 MPa) at the end of 6 WC.
The survivorships during hardening were 80% till 3 WC and 70% at 6 WC. For practical proposes,
3 WC before growing under field conditions are sufficient for changing permanently the leaf gas
exchange pattern in 3 cultivars studied, keeping photosynthetic machinery free of damage and
higher survivorship.

Additional key words: net photosynthesis, stomata conductance, survivorship, water use efficiency.

Abbreviations: AC — Acaua cultivar; Ci —substomatal CO, concentration; E — transpiration; g —
stomatal conductance; IPy — integrated value of net photosynthesis during hardening; ITE —
instantaneous transpiration efficiency, MN — Mundo-Novo cultivar; OB — Obata cultivar; Py — net
photosynthesis; PPFD — photosynthetic photon flux density; ¥ — leaf water potential, VPD - vapor

pressure deficit; WC — watering cycles; WUE — water use efficiency.

Introduction

Hardening under watering cycles resulted in decreasing of leaf osmotic potential, stomatal
conductance and aerial growth (Ackerson and Hebert 1981 a b, Franco et al. 2002). It improves
tolerance to lower values of leaf water potential (W) and increases water use efficiency (Villar

Salvador et al. 1999, Sanchez-Blanco et al. 2004, Banon et al. 2006). The maintenance of
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autotrophy and tolerance to low W were attributed mainly to osmotic adjustments preventing severe
dehydration and leaf abscission in Prunus armeniaca grafted over P. domestica during watering
cycles (Ruiz-Sanchez et al. 2000).

Young Coffea arabica plants are often cultivated in greenhouse under permanent watering
and protected environment. These individuals usually do not have attributes to postpone stomatal
closure under water stress or great tolerance to reduced values of ¥ (Pinheiro et al. 2005). When
transferred to field they are submitted to strong photoinhibition, especially under water stress
(Carelli et al. 1999). Spells and dry season are usually associated to high irradiance and high leaf
temperature in Brazilian areas of C. arabica plantation (Da Matta et al. 1997). The latent heat
dissipation is strongly reduced due to stomatal pore narrowing of Coffea under drought (Gutiérrez
and Meinzer 1994). It increases leaf temperature, contributing even more to reduction of net carbon
assimilation in C. arabica (Ronquim et al. 2006). Reduction of stomatal conductance (g;),
transpiration (E) and net photosynthesis (Pn) were observed under water stress in C. arabica, C.
liberica (Cai et al. 2005) and in C. canephora (Da Matta et al. 2003, Pinheiro et al. 2004) under
field condition, or in C. canephora cultivated inside the greenhouse (Praxedes et al. 2006).
However, the consequences on behavior of Coffea leaf gas exchange after watering cycles was not
yet studied.

Different responses of leaf gas exchange and ¥ to water deficit could occur in grafted or
non-grafted C. arabica cultivars. Mundo-Novo and Acaud cultivars are considered tolerant to water
stress, contrasting to a good producer Obata (Fundacao Procafé 2006). On the other hand, Coffea
arabica grafted over C. canephora confers higher capacity to explore soil resources, which could be
already a vantage for acquiring water (Fahl et al. 1998, 2001). We postulated that watering cycles
are an appropriated practice on young Coffea arabica in order to attain higher tolerance to lower P,
postponing stomatal closure. It could improve water and carbon balances during growth under field
conditions, resulting in a less interrupted development. Sheltered nursery is an appropriated ambient
to test the hardening effects of watering cycles on leaf gas exchange and W before to carry out
transplanting to field conditions. The aim of this work was to verify if leaf gas exchange and ¥
behavior showed consistent and permanent alterations during the hardening of C. arabica grafted
over C. canephora. It was intended to elaborate a preconditioning protocol for cultivars under
nursery conditions by controlling the water stress at initial C. arabica development. On the other
hand, we supposed that hardening by watering cycles could be useful to minimize mortality or
increase inapt development of C. arabica, avoiding samplings replacement after transplanting on

field.
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Materials and methods

Cultivars and growth conditions

Three hundred individuals of Mundo-Novo, Obata or Acaua cultivars of Coffea arabica L.
(Rubiaceae) grafted over Coffea canephora L. (Rubiaceae) were used in this study (total of 900
individuals). Each plant grew in a 125 cm’® tube-shape recipient supported by a squared plastic tray
commonly used in plant nursery. Seedlings grew on substrate composed by coconut fiber and
vermiculite (4:1, v/v). It was utilized 1.2 kg of Basocote fertilizer (GMBH & Co., Germany) with N
(16 %), P (8 %), K (12 %), Zn (0.2 %) and B (0.2 %) for each 200 dm’ of coconut fiber. Plants were
acclimated between 13-23 June 2005 under 75% of solar irradiance in greenhouse with mean night
and day temperatures 18+3.2 and 25.0+3.0 °C, respectively. From June 23 to July 04, 2005 all
individuals were acclimated under full solar irradiance in the experimental garden of Universidade
Federal de Sao Carlos (21°58°59 1°°S, 47°52°46 4>°W; 843 m a.s.l.), Sdo Carlos county, Sdo Paulo
state, Southeast of Brazil. The watering cycles started in the middle of dry season under full solar
irradiance in July 04, 2005, when individuals were 4 (Mundo-Novo and Obatd) or 6 (Acaud)

months-old. These ages are suitable for transplanting in field.

Leaf gas exchange, water use efficiencies, vapor pressure deficit and integrated Py values

The leaf gas exchange determinations were carried out using an Infra Red Gas Analyzer
(IRGA), model LCA-4 (ADC, Hoddeston, UK) under saturated (1300 pmol m™ s™) photosynthetic
photon flux density (PPFD, Ronquim et al. 2006). A dicroic light cannon (PLU-002, ADC, UK)
mounted on the head of a Parkinson leaf chamber (PLCB-4, ADC) provided the PPFD. During the
leaf gas exchange measurements the LCA-4 worked as an open system, with a tower collecting the
reference air far from CO, sources (Ronquim et al. 2006). The leaf temperature (23 + 0.5 °C) was
maintained by Peltier system (ADC) and measured by a termopar connected to PLCB-4. The
relative air humidity (RH) inside the PLCB-4 was maintained by LCA-4 at 65 % using a gas
column containing wetted FeSO4+7H,0.

Each cultivar (300 individuals) was divided in three groups. On group 1 the net
photosynthesis (Py), stomatal conductance (gs), substomatal CO, concentration (Ci) and leaf
transpiration (E) were daily determined at the morning (7:00-9:00 h). Instantaneous transpiration
efficiency (ITE) was calculated as the ratio Pn/E, and water use efficiency (WUE) as the ratio Pn/g;
(Nogueira et al. 2004). The mean values (+SE) of leaf gas exchange were obtained on four different
sunlit leaves. These leaves were expanded, totally green, free of damage, and each one was attached

on a distinct individual in same group of plants growing at the center of tray.
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The values of air vapor pressure deficit (VPD,;, kPa) during leaf gas exchange

measurements were calculated using the equation I and II (Jones, 1992):

VPD,, =0,611375¢'[| - (RH10™2 ) M
17,5027,
f=— T A 1)
24097+T,,

e = natural logarithmic bases; RH = relative air humidity expressed as percentage (%); and 7, = air
temperature (°C).

Py during watering cycles (the hardening period, 35 days) were integrated using the
equation III (Ronquim et al. 2006), which generated the corresponding total Py along 35 days (mol
CO, m?):

IPy = /f(x) d(x) (II0)

IPy = integrated Py value; x = time interval in seconds along hardening, 35 days (independent

variable); f(x) = the dependent variable (Py).

Watering cycles, leaf water potential and the edge effect on tray

One watering cycle consisted in watering till field capacity in the first day and hold
watering in subsequent days until mean Py was close to zero (when ¥ was obtained) or when ¥ was
close to -2.0 MPa. The watering cycle (WC) was repeated until the ¥ values did not decrease
anymore at the end of WC, resulting in a total of 6 WC in study cultivars. An alternative benchmark
(-2.0 MPa) was chosen because leaf osmotic potential between -2.0 and -3.0 MPa was observed in
C. arabica in field (Da Matta ef al. 2003). In addition, ¥ between -2.0 and -3.0 MPa indicated low
water available in C. canephora 12 months-old in field (Pinheiro et al. 2004, Praxedes et al. 2006).
Y between -2.0 and -3.0 MPa were also observed in stressful condition in adult plants of C. arabica
during midday depression in rainy seasons in field (Ronquim et al. 2006).

Groups 2 and 3 (300 individuals in each group of each cultivar) were maintained in the
same WC of group 1. When the mean Py value of group 1 reached zero it was determined the mean
value of leaf water potential (V) in plants of groups 2 and 3. Five expanded leaves of 5 different
plants of each cultivar were used to obtain the mean value of ¥ through a pressure chamber (model
3005, Santa Barbara Soil Moisture, Santa Barbara, USA). Plants growing at the edge of the support
tray were not considered for gas exchange or ¥ determinations, avoiding the extra influence of

wind, temperature and vapor pressure deficit on leaves near the boundary of tray.
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Data analyses and survivorship

Because of abnormality, the correlations between E-g;, g~Ci, Ci-Pn, Pnx-gs and Py-E
between 1-3, 4-6 and 1-6 watering cycles were tested by Spearman correlation, being considered
significant those with decision level (a) at p < 0.05. Survivorship during WC was determined as the
percentage of plants alive in relation to those 300 plants of each cultivar in the beginning of

experiment.

Results

After 2 WC (about 10 days of hardening) the mean values of g, reduced consistently (from
0.15 to 0.01 mol m™ s™) in all cultivars (Figures 1, 2 and 3). This g, reduction was maintained even
in subsequent watering. Maximum and minimum mean values of E and Py decreased at each WC
along hardening. E were influenced by gs, since these variables were significant correlated between
1-6 WC in all studied cultivars (p< 0.01 and rs > 0.83, Table 1). VPD was usually lower than 1.0
kPa during 6 WC.

Increasing of g, occurred just after watering in each WC. For example, the average values
of g, among cultivars increased from 6+4 to 19+12 pmol m™ s after the second watering (about 10
days of hardening) and from 0+0 to 14+7 umol m™ s™ after the fourth watering (about 20 days of
hardening). In the first 3 WC, Py recovered simultaneously with g; after watering. For instance, the
average Py among cultivars increased from 0.25+0.65 to 3.49+0.53 pmol m? s after second
watering. On the other hand, after 3 WC, the corresponding average Py recovering was lower, for
example, from -0.09+0.86 to 1.18+0.72 umol m™ s after fourth watering. Lower Py recovered after
3 WC was synchronic with increase of mean Ci in all studied cultivars (e.g. from 204+53 to
648+504 ppm just after the fourth watering). In addition, Py and g were correlated only between 1-
3 WC when data of all cultivars were united (p < 0.01, rs = 0.56, Table 1).

During 3 WC, ¥ decreased slowly in AC (Figure 1) and in MN (Figure 2). AC and MN
showed ¥ values higher than -1.5 MPa during 6 WC. In OB, ¥ was even more negative at each
WC, achieving -2.0 MPa on 35 days of hardening (at 6 WC, Figure 3). Only in AC there was
significant correlation between Py and E (p < 0.01; rs = -0.49, Table 1) in 6 WC. In AC and in MN
there was significant correlation of Py-gs (p < 0.01; rs > 0.44) and g.-Ci (p<0.01; rs > 0.42) between
1-6 WC. On the other hand, Ci was significant correlated to Py between 1-6 WC in all cultivars (p <
0.03; rs > -0.38, Table 1). AC showed positive mean Py during 6 WC and its integrated net
photosynthesis (IPy) during hardening was the highest among cultivars (6.0 mol m™?). The IPy

values for each cultivar are on Figures 1, 2 and 3 (top panels).
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Maximum and minimum WUE and ITE showed an increase tendency after 3 WC (Figures
1) only in AC. Ci was more stable in AC than in other cultivars during WC (Figure 1). In MN Py,
WUE and ITE were positive between 1-3 WC. Between 4-6 WC (after 16 days of hardening), Py
decreased in MN until zero at the end of each WC, when WUE, ITE and Ci showed higher
amplitude of variation (Figure 2). Py reduction in MN after 3 WC dropped IPy to 3.07 mol m™
(Figure 2). In OB, Py, WUE and ITE reduced gradually during WC until negative values (Figure 3).
There was negative Py since the end of the first WC, and greater oscillation of WUE, ITE and Ci
after 2 WC in OB (Figure 3). IPy in OB (2.0 mol m™) was the lowest among cultivars.

After 3 WC, the survivorship was reduced by about 5% at each cycle (Figure 4). There were
not large differences among cultivars survivorship along the experiment. Higher mortality, about
10%, occurred between 1-2 WC (during the first 5 days of hardening). At 3 WC the survivorship
was about 80%, and after 6 WC it was around 70% (35 days of hardening). Greater mortality

occurred in plants growing at the edge of each support tray.

Discussion

It was observed a permanent alteration of leaf gas exchange behavior during the hardening
by watering cycles (WC). The main alteration was about g, which reduced from 0.15 to 0.01 mol
m? s after 2 WC in all cutivars despite subsequent watering. Transpiration was also strongly
reduced after 2 WC since it was significant correlated with g,. Browning and Fisher (1975)
observed that stomata pore reduced by a half when adult Coffea arabica were subjected to four
months of water stress in field. C. canephora genotypes sensitive (46 € 109A) or tolerant (14 e 120)
to water deficit were submitted to suspension of watering in greenhouse until ¥ predawn was close
to -3.0 MPa, when g, decreased from 0.09 to 0.03 mol m™ s™ in tolerant and from 0.10 to 0.05
mmol m? s™ in sensitive genotypes (Pinheiro e al. 2005). Here, g, dropped permanently, 15 times
(from 0.15 to 0.01 mol m™ s™) just after the second WC. Hence, about 10 days of hardening (after 2
WC) were sufficient to promote a consistent and permanent alteration of stomatal behavior in AC,
MN and OB.

Transient increase of g5 occurred just after watering in each WC. Increase in g allowed Py
recovering between 1-3 WC. However, between 4-6 WC, Py did not recover as g; after watering.
Momentary increase of g, without corresponding increasing in Py caused accumulation of CO, in
substomatic chamber indicating some damage in photosynthetic machinery after 3 WC. Besides,
increment in CO, availability by higher g; and low CO, sequestration after 3 WC increased the

amplitude of variation of Ci in all cultivars.
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MN and AC showed mean values of ¥ higher than -1.5 MPa during WC, while in OB ¥
reached -2.0 MPa at the end of hardening. It could be connected to inherent tolerances to water
stress. AC and MN are putative tolerant to low water availability and OB sensible (Fundagao
Procafé 2006). In AC, higher Py during WC resulted in highest IPy (6.0 mol m™). The maintenance
of positive Py and E reduction improved WUE and ITE even after 3 WC in AC. g, and E reduction,
Py and Ci maintenance and WUE and ITE increasing between 1-6 WC demonstrated that AC can be
submitted to 35 days of hardening (6 WC) with small prejudice in water and carbon balances. In
MN, g, close to 0.01 mol m™ s™, positive values of Py, WUE and ITE till 15 days of hardening
indicated that 3 WC resulted in hardening without apparent damages in photosynthetic machinery.
Significant correlation (0.57 > rs > 0.42) between g-Py and g,-Ci in AC and in MN indicated that g
influenced significantly the atmospheric CO, access in these cultivars during 6 WC.

After 35 days of hardening ¥ were near to -2.0 MPa in OB, indicating severe water stress
(Da Matta et al. 2003, Pinheiro et al. 2004, Praxedes et al. 2006, Ronquim et al. 2006). Continuous
Y reduction in OB imposed physiological leaf conditions for dropping Py, WUE and ITE gradually
until negative values during WC along the hardening. The absence of significant correlation
between g.-Py, and g.-Ci in OB indicated that Py reduction or Ci increase can not be explained by
stomatal behavior between 1-6 WC, but by damages in photosynthetic machinery as of the first
WC. Negative Py since the first WC and slow Py recovered as of 3 WC resulted in the lowest [Py
(2.0 mol m?) in OB. Therefore, OB hardening should be finished at the end of 2 WC, when there
were already permanent alterations in g pattern. Peak of Ci just after watering between 2-6 WC
clearly indicate drop in CO, mesophill conductance in OB.

The Py could represent an acclimation capacity in relation to water stress. The decreasing
gradient of IPy (6.0, 3.1 and 2.0 mol m™) among cultivars is linked to the number of WC (6, 3 and 2
WC in AC, MN and OB, respectively) without apparent damage in photosynthetic apparatus.
Because death took place during hardening, it is necessary to carry out as low WC as possible. After
3 WC, the gas exchange pattern was permanently altered and the survivorship was higher than 80%
in all cultivars. Therefore, hardening with 3 WC (around 2 weeks) is recommended as a protocol for
practical proposes in the three studied cultivars. The majority of death occurred at the board of
support tray. The percentage of survivorship and the localization of death in the support tray can be
used as visual references during hardening by WC. Higher percentage of survivorship during the
WC could take place when seedlings are growing in benches with hundreds of trays side by side,
which is common under nursery conditions, reducing relatively the board effect. The majority of
coffee plantations around the world belong to small producers in areas where the water availably

often is not adequate and the irrigation costs are high (Da Matta and Ramalho 2006). Hardening by



42

WC in Coffea arabica is an efficient practice to minimize sampling death on field after
transplanting under field conditions. Hardening by WC is simple, quick and with low cost.
Summarizing, the watering cycles (WC) modified consistently the leaf gas exchange pattern
of C. arabica cultivars. The main parameter altered was g, changing permanently the pattern of leaf
gas exchange in subsequent WC in all cultivars. At the end of each WC, the declining of g, resulted
in gradual reduction of E and higher values of WUE and ITE. The hardening in Acaud individuals
has lead to increase of WUE and ITE after 20 days of hardening (3 WC). In Mundo-Novo, Py
reduction, g stabilization and WUE, ITE and Ci strong oscillation after 15 days of hardening
indicated that 2 weeks is an adequate period for hardening. In Obata, the reduction of W till -2.0
MPa and negative values of Py, WUE and ITE specially as of 2 WC showed that WC should be
carry out within minimal time as possible. For practical proposes, 2 weeks of hardening (3 WC)
before growing under field conditions are sufficient for changing consistently and permanently the

leaf gas exchange pattern of young grafted C. arabica, maintaining high survivorship.
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Acaua Mundo-Novo Obata All
p s p s p Is p Is
1-6 CR
Ci-Py 0.03 -0.39 0.02 -0.46 0.03 -0.38 <0.01 -0.29
E-g, <0.01 0.83 <0.01 0.90 <0.01 0.88 0.01 0.85
Pn-E <0.01 -0.49 0.86 n.s. - 0.26 n.s. - <0.01 0.59
Pn-gs 0.01 0.44 <0.01 0.57 0.06 n.s. - <0.01 0.52
g.-Ci <0.01 0.57 0.01 0.42 0.22 n.s. - 0.96 n.s. -
1-3 CR
Ci-Py 0.09 n.s. -- 0.02 -0.55 0.22 n.s. - 0.40 n.s. -
E-g; <0.01 0.74 <0.01 0.87 <0.01 0.67 <0.01 0.77
Pny-E <0.01 0.69 0.93 n.s. - <0.01 0.76 <0.01 0.54
Pn-gs <0.01 0.67 0.49 n.s. - 0.01 0.58 <0.01 0.56
gs-Ci 0.20 n.s. -- 0.91 n.s. - 0.82 n.s. -- 0.91 n.s. --
4-6 CR
Ci-Py 0.88 n.s. - 0.04 -0.64 <0.01 -0.90 <0.01 -0.65
E-g, <0.01 0.98 <0.01 0.81 <0.01 0.88 <0.01 0.89
Py-E 0.53 n.s. - <0.01 0.81 0.08 n.s. -- <0.01 0.50
Px-gs 0.39 n.s. -- 0.04 0.63 0.19 n.s. -- 0.06 n.s. --
gs-Ci 0.76 n.s. -- 0.89 n.s. - 0.24 n.s. -- 0.43 n.s. --
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Figure 1. Average values (symbols) and standard error (bars) of net photosynthesis (Py), leaf water
potential (¥), stomatal conductance (gs), substomatal CO, concentration (Ci), transpiration (E),
instantaneous transpiration efficiency (ITE) and water use efficiency (WUE) in 6-months-old of
Coffea arabica (Acaui cultivar) grafted over Coffea canephora growing in 125 ml plastic recipients
during watering cycles. IPy = Py integrated value during 6 watering cycles. Arrows indicate the

days of watering.

Figure 2. Average values (symbols) of net photosynthesis (Py), leaf water potential (‘¥'), stomatal
conductance (gs), substomatal CO, concentration (Ci), transpiration (E), instantaneous transpiration
efficiency (ITE) and water use efficiency (WUE) and standard error (bars) in 4-months-old of
Coffea arabica (Mundo-Novo cultivar) grafted over Coffea canephora growing in 125 ml plastic
recipients during watering cycles. I[Py = Py integrated value during 6 watering cycles. Arrows

indicate the days of watering.

Figure 3. Average values (symbols) of net photosynthesis (Py), leaf water potential (‘¥), stomatal
conductance (g;), substomatal CO, concentration (Ci), transpiration (E), instantaneous transpiration
efficiency (ITE) and water use efficiency (WUE) and standard error (bars) in 4-months-old of
Coffea arabica (Obata cultivar) grafted over Coffea canephora growing in 125 ml plastic recipients
during watering cycles. [Py = Py integrated value during 6 watering cycles. Arrows indicate the

days of watering.

Table 1. Substomatal CO, concentration (Ci), net photosynthesis (Py), transpiration (E) and
stomatal conductance (g;) Spearman correlations in Acaud, Mundo-Novo and Obata and in the data
collection of all studied cultivars of Coffea arabica grafted over Coffea canephora between 1-3
(n=15), 4-6 (n=15) and 1-6 (n=30) watering cycles. rs= Spearman correlation coefficient. p=
associated probability with decision level at 0<0.05. n.s. = non significant. Values of rs in non

significant correlation where omitted and symbolized by traces.

Figure 4. Percentage of survivorship of Coffea arabica grafted over Coffea canephora (Acaua,
Mundo-Novo and Obata cultivars) after the beginning of the watering cycles. Arrows at the bottom

indicate the days of watering.
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HARDENING Coffea arabica BY WATERING CYCLES
2. INITIAL DEVELOPMENT IN FIELD OF Coffea arabica PREVIOUSLY HARDENED.

Paula Novaes' and Carlos Henrique Britto Assis Prado'*
Universidade Federal de Sao Carlos, Departamento de Botanica, Laboratorio de Fisiologia Vegetal.
Via Washington Luis, Km 235, 13565-905, Sao Carlos-SP, Brazil. * corresponding author, fone +55
16 33518385, Fax +55 16 33518308, e-mail: prado_chba@yahoo.com.br

Abstract

It was tested if previous hardening by watering cycles resulted in significant differences
about crown structure and biomass accumulation during initial development in field of Coffea
arabica grafted over C. canephora. Previous hardening allowed higher biomass accumulation of
leaf, stem and root than in control plants (free of hardening) in Mundo-Novo and Obata cultivars.
Stem diameter, height and the number of leaves and branches were also higher in hardened
individuals. Significant differences (p < 0.05) in crown structure and biomass were observed
between control and hardened plants mainly after 270 days under field conditions. Higher leaf area
and greater number of leaves and branches on crown of hardening plants enable them to increase
carbon assimilation and grain production in field. Therefore, previous hardening resulted in less
interrupted vegetative development after transplantation in field in both study cultivars.

Additional Key words: biomass, Coffea arabica, crown structure, growth, hardening, initial
development, leaf area.
Abbreviations: AB/SB — aerial biomass per subterrancous biomass; DFC — Days under field

condition; g, — stomatal conductance; ¥ — leaf water potential.

Introduction

Coffea arabica came from Ethiopia where grows in shade under taller trees. Elevated vapor
pressure deficit and air temperature under full solar irradiance strongly limit carbon assimilation of
C. arabica even in growing season (Ronquim et al. 2006). In addition, water stress limits net
photosynthesis of C. arabica by decreasing the available leaf area on crown (Carr 2001). Air
temperature over 30 °C or lower than 15 °C provoke grown reduction, chlorophyll loss and abortion
of flowers (Franco 1958, Camargo 1985). High irradiance usually occurs simultaneously to high air
and leaf temperatures in areas of C. arabica plantation in South America. Unfavorable conditions in
soil or in atmosphere are more harmful on carbon and water balance during the initial development

of plants (Larcher, 2003), when the size of reserve is small.
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When submitted to low water availability, Coffea arabica and C. canephora usually
increase the root size, and reduce stomatal pore, leaf area and branch number (Carr, 2001).
Genotypes 14 and 120 of C. canephora tolerant to water deficit showed deep root and higher
subterraneus biomass when submitted to water stress till leaf water potential -3.0 MPa (Pinheiro et
al. 2004, 2005). Da Matta et al. (2003) observed higher leaf area, leaf water potential and
productivity, but reduced stomata conductance, in genotype 120 of Coffea canephora tolerant to
water stress in relation to sensible genotype 46. Cultivar Mundo-Novo of C. arabica is considered
tolerant to water stress, and Obata a good producer but intolerant to water stress (Fundag@o Procafé
2006). Grafting both Mundo-Novo and Obata cultivars over C. canephora is a practice that tries to
minimize the impact of water stress on C. arabica development, increasing soil exploration under
field conditions (Fahl et al. 1998, 2001).

Stomata reactions to leaf water potential (W) can be definitely altered when young plants are
subjected to watering cycles (Brown et al. 1976, Jones and Turner 1978, Ackerson 1980). Repeated
cycles modify turgescence-¥ relationship (Brown et al. 1976) and ABA concentration (Ackerson
1980). If hardened coffee tree showed significant and permanent alteration in leaf gas exchange
pattern (first serial manuscript), hardening could also modify the following growth of C. arabica.
Our hypothesis is that previous hardening by watering cycles should confer more positive water and
carbon balances. Therefore, preconditioning could promote growth and biomass gain since the
initial development under adverse conditions. The aim of this work was to verify the efficiency of
previous hardening by watering cycles on the initial development of Coffea arabica grafted over C.
canephora (Mundo-Novo and Obata cultivares) under field conditions. It was accompanied the
biomass accumulation and the crown structure in hardened and control (without hardening), as of

transplanting to field during rainy and dry seasons along the year.

Material and methods

Plant material, previous hardening and field growing conditions

Cultivars Mundo-Novo and Obatd of Coffea arabica L. (Rubiaceae) grafted over Coffea
canephora L. (Rubiaceae) were 180-days-old when transplanted for growing under field conditions.
Acaua cultivar was utilized in the first serial manuscript, but not in this second, by reason of fungus
contamination on root of all individuals just after transplanting to field. Coffee plants with 120-
days-old were growing on tube-shape containers of 125 cm’ when they were previous hardening by

watering cycles (Novaes and Prado, first serial manuscript).



53

Fifty hardened and 50 control individuals of each cultivar were transplanted to field
conditions with spacing of 50 x 50 cm. The total of 200 individuals grew distributed on 4
flowerbeds. Each flowerbed (1.5 x 1.5 m) received one treatment of each cultivar, totalizing 50
plants per flowerbed. Flowerbeds were placed side by side on the experimental garden of
Universidade Federal de Sao Carlos (21°58°59 1°°S, 47°52°46 4°°W; 843 m a.s.l.), Sdo Carlos city,
Séo Paulo State, Southeast of Brazil. The substrate for planting was prepared previously with oxisol
soil and animal dung in proportion of 4:1 (soil:animal dung, v/v). Lime was added previously as
domilitic calcareous mineral at proportion of 0.5 g per kg of soil in order to increase pH around 6.0.
Calcareous application was done at 150, 240 and 420 days during the growth under field conditions
(DFC). Chemical fertilization (N 4%, P 14%, K 8%) was carried out on 165, 255 and 435 DFC.
Daily watering was done during the first month (August 2005) after transplantation to field.

Cultivars grew under subtropical climate with dry winter and warm-rainy summer (Cwa type
following Koppen classification). Dry period occurs from May to September and the rainy period
takes place from September to February (Prado and Monteiro 2006, Damascos et al. 2005). The
historical mean annual temperature is 21 °C and the annual precipitation 1520 mm (Tolentino,
1967). The meteorological monthly information (precipitation, maximum, medium and minimum
air temperature) were obtained in station number 83726 of Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET) located in north area of Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), 1 km far from the

experimental garden where both cultivars grew along the year.

Crown characteristics, leaf area and biomass determination in plant compartments

Determinations of crown structure were carried out in 5 hardened and in 5 control plants in
each period of measurements along the year on each cultivar. Leaf and branch number, height and
the stem diameter adjacent to soil were determined with intervals of 30 days under high (between
120-540 days under field condition, DFC) and low (between 270-420 DFC) water availability along
the year. Branches were count as those on the stem or on previous branch formed. Stem diameter
was measured using a pachymeter and height (from soil to apical meristem) with a 1.0 m ruler. Leaf
area were carried out under high (150 and 540 DFC) and low (300 DFC) water availability. All
leaves of 5 plants on each cultivar were detached and scanned for determining the total leaf area per
plant in hardened and control plants. Total leaf area was estimated by Image-Pro software (Media
Cybernetics version 4.0, USA). The leaf area ratio was calculated by dividing total biomass (g) per
total leaf area (m?).

Dry biomass was determined (mean+SE) using 10 control and 10 hardened plants of each

cultivar in every period along the year. Determination of biomass took place at 150, 210, 300, 420
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and 540 DFC. Plants were separated in leaves, stem and roots. Each plant compartment was dried in
stove under 60 °C till constant mass. Leaves, stem and branches represented the aerial biomass. The

ratio of aerial (AB) per subterraneous biomass (SB, roots) was calculated in each plant individually.

Statistical analyses and survivorship

By reason of abnormality, mean values of biomass and crown structure were tested by non-
parametric analyze (Mann-Whitney), being considered significant those at p < 0.05. The values of
leaf area ratio were normal and, therefore, it was analyzed by Anova at p < 0.05. Survivorship was
determined as the percentage of plants alive at the end of the experiment (540 DFC) in relation to

those 50 plants transplanted in each flowerbed in the beginning of the experiment.

Results

Periods of high water availability were monthly characterized by minimum air temperature
higher than 15 °C, maximum air temperature between 26-30 °C, and precipitation between 100-470
mm (Figure 1). Period of low water availability showed monthly minimum and maximum air
temperatures lower than 15 and 30°C, respectively, and mean monthly precipitation lower than 100
mm (Figure 1). High water availability happened between 100-270 and 390-540 days under field
conditions (DFC). Low water availability took place between 270-390 DFC.

There were not differences between treatments of both cultivars concerning height or leaf
number till 200 DFC (Figure 2). Significant (p < 0.05) higher values of height and leaf number
occurred in hardened plants of Mundo-Novo and Obata between 210-540 DFC. The number of
branches was significant higher in hardened treatment of both cultivars between 270-540 DFC
(Figure 2).

Significant (p < 0.05) higher stem biomass and total biomass occurred after 150 and 300 DFC
in hardened plants of Mundo-Novo and Obata, respectively (Figure 3). Hardened plants of both
cultivars showed higher aboveground, subterraneous and leaf biomass after 200 DFC (Figure 3).
Stem diameter was higher in hardened plants after 360 DFC (Figure 3). The leaf area was higher in
hardened plants of both cultivars at the end of the experiment (540 DFC). Only hardened plants of
Obata showed significant higher values of AB/SB ratio along the year. The leaf area ratio was
higher in hardened Obatd at 300 DFC or in control Mundo-Novo at 540 DFC (Figure 3).
Survivorship was 94% in both Mundo-Novo treatments, and 88 and 78%, respectively, in control

and hardened Obati after 540 DFC.
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Summarizing, small differences in crown structure and biomass accumulation in plant
compartments occurred between treatments of both cultivars in first period under high water
availability (between 150-240 DFC). After 270 DFC all plants were naturally submitted to water
stress because of low rainfall in winter. Differences in crown structure and biomass acumulation
were more evident under water stress (between 270-390 DFC). Differences between treatments
were greater in the second period under high water availability, when mean values were always

higher in hardened plants of both cultivars till 540 DFC.

Discussion

As observed by Novaes and Prado in first manuscript, hardening imposed a permanent
alteration of leaf gas exchange in Coffea arabica cultivars after 3 watering cycles. In preconditioned
plants, reduced stomatal conductance (g;) probably took place allowing higher water use efficiency
in field without substantial decrease in net photosynthesis. This stomatal behavior was brought
about between 1-3 WC in both cultivars (first manuscript). The maintenance of reduced g avoiding
water loss is opportune in plants with higher leaf area as in those previously hardened. With
different leaf gas exchange behavior, hardened plants were able to increase the positive components
of carbon and water balances accumulating greater leaf area and biomass. It was brought about
especially during and after winter dry season till 540 DFC.

Favorable carbon and water balances were accompanied by proportional increasing of plant
compartments (leaves stem and roots) in hardened plants. It held small differences of AB/SB ratio
and leaf area ratio between treatments till 540 DFC, keeping in pace autotrophic/heterotrophic
portions. On the other hand, the increase in transpirational demand was accompanied by increasing
of biomass and stem diameter what improved the lift capacity in order to attend higher water
demand of crown. Besides, higher biomass and stem diameter should support increasing flux of
photosynthetic products to a more developed root system in hardened plants.

Higher leaf area permits in short term greater carbon assimilation in hardened plants. Elevate
carbon net assimilation on branchy crown establishes the favorable conditions to increase grain
production in Coffea arabica plants. Differences in leaf gas exchange and biomass allocation could
be followed by biochemical alteration. Stomatal conductance and leaf transpiration decreasing took
place simultaneously with drop of chlorophyll content by 25% and an increasing of activity of
antioxidant enzymes (18 and 44%, in superoxide dismutase and ascorbate peroxidase, respectively)

on leaves of C. arabica submitted to water stress under field conditions (Cai et al. 2005).
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Hardening by watering cycles before plantation in field was efficient to improve initial
development of plants facing climatic limitations along the year. It was demonstrated by crown
structure and biomass accumulation in both C. arabica cultivars. Higher leaf area on branchy crown
in hardened plants could also promote grain productivity. Hardening should be adopted in C.
arabica cultivars study because it is simple and quick (first serial manuscript) ameliorating the

initial vegetative development under field conditions.
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Figure 1. Monthly average values (symbols) of maximum (Tmax), medium (Tmed), and minimum
(Tmin) temperatures and the total rainfall (columns) during the initial development of Coffea
arabica n field conditions. The bar above panel shows the periods of high (black) and low (white)
water availability along the years. The numbers above bar represent the days of growing under field

conditions.

Figure 2. Average values (symbols, n = 5) and standard error (bars connected to symbols) of
number of ramifications, leaves, branches, and the plant height of Mundo-Novo (triangles) and
Obata (circles) cultivars of Coffea arabica grafted over Coffea canephora growing under field
conditions. Open (A, o) and solid (A, ®) symbols indicate hardened and control individuals,
respectively. The symbols at the bottom of each panel indicate when significant differences (p <
0.05) happened between the mean values of hardened and control individuals of Mundo-Novo (#)
and Obatd (*) cultivars. The horizontal bar at the top of panels indicates high (black) and low

(white) periods of water availability.

Figure 3. Plant biomass and traits of crown and leaves of Coffea arabica grafted over Coffea
canephora, cultivars Mundo-Novo (triangles) and Obata (circles) growing under field conditions.
Open (A, o) and solid (A, ) symbols (n=10) indicate, respectively, the average value of hardened
and control individuals. The symbols at the bottom of each panel indicate when significant
differences (p < 0.05) happened between the mean values of hardened and control individuals of
Mundo-Novo (#) and Obata (*) cultivars. The horizontal bar at the top represents the high (black)
and low (white) periods of water availability. AB/SB = aerial (AB) per subterraneous (SB) biomass.



