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RESUMO

A ocorréncia de geadas nas pastagens causa perdas de alimento para
0s animais, reduzindo a producao de leite e carne. Existe uma diversidade de
espécies forrageiras com grande potencial produtivo e ampla adaptacdo térmica,
que podem ser cultivadas em areas de risco desse fendmeno. No entanto €&
necessario caracterizar a tolerancia dessas espécies a baixas temperaturas e as
regibes com condi¢des climéaticas adequadas. Os métodos de avaliagdo de danos
por baixas temperaturas sdo predominantemente qualitativos, baseados em critérios
visuais que tém o viés da subjetividade. Esta tese teve como objetivos determinar as
temperaturas minimas de inicio de danos para sete espécies forrageiras e efetuar o
zoneamento de risco de geadas para o estado do Parana. Foram incluidas no
estudo as forrageiras: Alfafa (Medicago sativa), Sorgo (Sorghum bicolor), Aveia
Preta (Avena strigosa), Brachiaria brizantha cv. Marandu, Milheto (Pennisetum
glaucum), capim Mombaca (Panicum maximum) e Tifton 85 (Cynodon spp). As
plantas foram conduzidas em vasos em casa de vegetacao até 60 dias e submetidas
a baixas temperaturas no interior de uma camara de crescimento com condi¢cdes de
luminosidade e temperatura controladas, atingindo valores minimos de 0,2 -0,9, -1,8,
2,7, 4,1, -46 e -6,2°C, durante uma hora. Foram realizadas avaliacdes
quantitativas pés testes de fluorescéncia da clorofila, condutividade elétrica de
solucdo embebida com discos de folhas e atividade das enzimas ascorbato
peroxidase (APX), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), por meio de
espectrofotometria. As espécies apresentaram respostas em funcdo da temperatura,
que possibilitaram diferenciar a tolerancia e nivel de dano de cada uma delas.
Andlises da anatomia foliar comprovaram os danos em func¢ao da tolerancia de cada
espécie. Com base nos resultados desses estudos, foram estabelecidos critérios
baseados na temperatura critica de cada espécie e realizado o zoneamento de risco
de geadas no estado do Paranda. Os resultados apresentados nesta tese constituem
uma inovacdo em termos de metodologias de analise de danos por baixas

temperaturas em forrageiras.

Palavras-chave: Pastagens. Geadas. Avaliacdo de danos. Fluorescéncia da
clorofila. Condutividade elétrica. Ascorbato peroxidase (APX). Catalase (CAT).

Superoxido dismutase (SOD). Risco climatico. Sazonalidade.



ABSTRACT

TOLERANCE TO LOW TEMPERATURES AND AGROCLIMATIC
ZONING OF FORAGE SPECIES IN PARANA STATE, BRAZIL

The occurrence of frosts in the pastures causes loss of food for the animals,
reducing the production of milk and meat. There is a diversity of forage species with
great productive potential and wide thermal adaptation, which can be cultivated in
areas at risk of this phenomenon. However, it is necessary to characterize the
tolerance of these species at low temperatures and regions with adequate climatic
conditions. The methods of evaluation of low temperature damages are
predominantly qualitative, based on visual criteria that have the bias of subjectivity.
This thesis had as objectives to determine the minimum temperatures of beginning of
damages for seven forage species and to carry out the risk zoning of frosts to the
state of Parand. The forages studied were: alfalfa (Medicago sativa), sorghum
(Sorghum bicolor), black Oat (Avena strigosa), Brachiaria brizantha cv. Marandu,
millet (Pennisetum glaucum), Mombasa grass (Panicum maximum) and Tifton 85
(Cynodon spp). The plants were conducted in pots in a greenhouse up to 60 days
and subjected to low temperatures inside a growth chamber with controlled light and
temperature conditions, reaching the minimum temperatures of 0,2, -0,9 -1,8, -2,7,
-4,1, -4,6 and -6,2°C for one hour. Quantitative evaluations were performed after
tests, based on chlorophyll fluorescence, electric conductivity on leaf discs and
activity of the enzymes ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and superoxide
dismutase (SOD) by means of spectrophotometry. The species showed responses
as a function of temperature, which made it possible to differentiate the tolerance and
level of damage of each one of them. Leaf anatomy analysis allowed visualizing the
damage as a function of the tolerance of each species. Based on the results of these
studies, criteria based on the critical temperature of each species were established to
perform the risk zoning of frosts in the state of Parana. The results presented in this
thesis are an innovation in terms of methodologies for the analysis of damages

caused by low temperatures in forages.



Keywords: Pastures. Frost. Damage assessment. Fluorescence of chlorophyll.
Electric conductivity. Ascorbate peroxidase (APX). Catalase (CAT). Superoxide

dismutase (SOD). Climatic risk. Seazonality.
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1 INTRODUCAO

As pastagens ocupam areas expressivas destinadas aos cultivos no Brasil,
com cerca de 172 milhdes de hectares (IBGE, 2007). No estado do Parana
compreendem aproximadamente um terco da area total cultivada e é a principal
fonte de alimento para a pecuaria bovina. O baixo custo representado pelas
forrageiras destinadas ao pastejo, em relacdo a outros alimentos, justifica esta
ampla utilizagcdo, contudo, a produtividade observada é relativamente baixa. Porém,
a utilizacdo de forrageiras inadequadas para as condi¢cdes edafoclimaticas das
regides produtoras, 0 manejo inadequado, a falta de alimentos nas diferentes
épocas do ano e a falta de fertilizacdo tém levado as pastagens a degradacao e
limitado a producgé&o animal.

Escolher as forrageiras mais adequadas para determinada regido e, de
preferéncia, que possibilite reducdo na sazonalidade de producéo ao longo do ano, é
um dos principais fatores que determinam sustentabilidade e produtividade de carne
e leite em pastagens. A indicacdo equivocada da espécie a ser utilizada, em
associacdo com um manejo inadequado dos componentes: solo, planta e animal,
contribuem para a rapida degradacao do pasto, queda na fertilidade do solo e baixa
produtividade animal, que reduzem consideravelmente a competitividade e
lucratividade de empreendimentos de pecuéria. Essa ideia deve ser mudada, sendo
necessario que os produtores encarem a pastagem como uma cultura agricola. O
solo e a pastagem séo as principais fontes de renda do produtor, a carne ou o leite
sdo apenas os produtos finais. A producéo de leite e carne a pasto é a forma mais
econdmica de alimentacdo dos animais, com diferencas de produtividade de carne
conforme a graminea empregada para pastejo. Aguiar et al. (2001a), trabalhando
com engorda de novilhos em pastagens de capim Mombaca, Tanzania e Tifton 85
apresentaram produtividade de carne 1.289; 1.178 e 2.306 kg de peso vivo ha*ano™,
respectivamente e a analise econdmica do sistema apresentado por Aguiar et al.
(2001b) mostrou que o retorno sobre o capital investido (RCI) foi de 8% para

Tanzania, 9,5% para Mombaca e 22% para Tifton 85.

Em forragicultura, nem sempre se busca a maior produtividade como nos

cultivos agricolas. Num sistema de producédo de leite ou carne em pastejo interessa
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a permanéncia do rebanho durante todo o ano no sistema pastoril, a fim de evitar a
sazonalidade de producgéo de forragem. Uma producdo de 3.000 kg de matéria seca
(MS) de Milheto em marco pode ser mais relevante para o sistema do que 6.000 kg
em janeiro. Assim, é importante contar com espécies de diferentes faixas de

adaptacao térmica e tolerancia a estresses ambientais.

A ocorréncia de geadas tem sido um dos principais limitantes para a
produtividade das forrageiras tropicais e subtropicais nas regides sudeste e sul do
Brasil. Dependendo da localizacdo e altitude, os riscos de geadas ocorrem no
periodo de abril até final de setembro, sendo os meses de junho, julho e agosto, os
meses com maior risco (WREGE et al., 2004). O conceito de geada para a
agricultura esta ligado aos danos que ocorrem a cada espécie. Assim, embora sob o
ponto de vista fisico para que possa ocorrer geada, a temperatura letal para as
plantas expostas é que vai determinar se houve a geada agronémica (CARAMORI;
MANETTI FILHO, 1993).

O periodo com temperaturas favoraveis ao crescimento de forrageiras
perenes de verdao, as quais sao a base do forrageamento dos animais nos Estados,
pode ser afetado com a ocorréncia de temperaturas mais baixas. Regides mais
guentes podem possibilitar um maior periodo de utilizacdo destas pastagens e
consequentemente, ter um menor periodo de escassez de forragem, necessitando

de um menor volume de suplementacéo.

O clima exerce grande influéncia sobre o ciclo de vida das plantas. As
forrageiras sofrem com as alteracdes climaticas podendo paralisar o crescimento e
producdo ou mesmo morrer. O crescimento das plantas e o consequente acumulo
de matéria seca é o que possibilita disponibilizar forragem para a alimentacao
animal. Portanto, verificar a tolerancia a baixas temperaturas e a adaptabilidade de

forrageiras tropicais e subtropicais € um problema relevante de pesquisa.

Objetivou-se, neste trabalho, determinar as temperaturas minimas de inicio de
danos letais para sete espécies forrageiras e efetuar o zoneamento de risco de

geadas para o estado do Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia das forrageiras

As pastagens naturais e plantadas ocupam uma area de aproximadamente
172 milhdes de hectares no territorio brasileiro (BRASIL, 2016), constituindo a
principal forma de utilizacdo do solo para producdo. Deste total, estima-se que 55%
podem ser consideradas em condicfes satisfatérias. O restante apresenta certo grau
de degradacédo requerendo manejo adequado para melhorar a eficiéncia do sistema
(DIAS FILHO, 2014; BRASIL, 2016). Um dos pontos importantes € o conhecimento
da adaptacao de cada forrageira as condicdes regionais de clima e solo, para que 0s
demais ‘inputs’ tecnolégicos possam ser potencializados. No caso do Parang, esse
conhecimento € ainda mais critico, devido a transi¢cdo climatica presente no estado,
com climas tropicais, subtropicais e temperados (CAVIGLIONE et al., 2000).

A alimentacdo adequada do rebanho, prioritariamente, em pastagens € uma
alternativa de menor custo, que pode reduzir os custos de producdo e melhorar a
rentabilidade da atividade. Um dos fatores importantes € poder contar com
disponibilidade de alimento durante a maior parte do ano, explorando o potencial
climatico regional e as caracteristicas das espécies forrageiras.

Considerando a grande diversidade genética existente, € possivel escolher
espécies de forrageiras adaptadas aos mais diversos ambientes, visando compor
um sistema de forrageamento mais estavel e distribuido durante o ano. Os aspectos
mais criticos sdo a tolerancia a baixas temperaturas, incluindo geadas e
temperaturas sub-6timas para crescimento, bem como a tolerancia ao estresse
hidrico, tanto na fase de implantacdo como no final da estacdo de crescimento,
guando as chuvas diminuem (CAVIGLIONE et al., 2000; WREGE et al., 2005). Neste
contexto é importante caracterizar o comportamento de espécies adaptadas as
condi¢cbes de primavera/verdo, com temperaturas mais elevadas, e outono/inverno,

com menores temperaturas, maior deficiéncia hidrica e ocorréncia de geadas.
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2.2 Descrig¢do das espécies avaliadas

Nesta tese foram enfocadas espécies com caracteristicas de crescimento e
producéo de primavera/verao e outono/inverno, visando auxiliar na viabilizagdo de
um sistema de forrageamento em pasto durante todo o ano. Existem diversas
espécies que tém comportamentos semelhantes as avaliadas neste estudo, porém
ndo foi feita uma avaliacdo exaustiva de todas as opc¢les disponiveis devido a
limitagbes de espaco experimental. A seguir é feita uma breve descricdo das

espécies avaliadas.

2.2.1 Alfafa (Medicago sativa L.)

E uma leguminosa forrageira perene da familia Fabaceae, cujo centro de
origem é o sudoeste da Asia, de onde foi disseminada para a Europa, Oriente
médio, China e, posteriormente, para a América do Norte, Peru e Chile
(FERRAGINE, 2003). Dai foi introduzida na Argentina por via terrestre, onde se
expandiu e constituiu a segunda maior area cultivada no planeta, com cerca de 7,5
milhdes de hectares. A introducdo no Brasil se deu a partir do Rio Grande do Sul,
de onde se disseminou para Santa Catarina e Parana e, mais tarde, em &reas
esparsas de outros estados (NUERNBERG et al.,1990). Possui sistema radicular
muito profundo, o que |he confere alta resisténcia a seca. Os caules séo folhosos e
se propagam a partir da coroa da planta, proximo da superficie do solo, podendo
atingir cerca de 1 m de altura (BALL et al., 2007). As folhas sé&o trifoliadas,
compostas de foliolos oblongos. As flores se distribuem em racemos de 15 a 30 cm
com coloracéo azulado a violaceo. Os legumes possuem formato espiralado, com 2
a 5 sementes. E, provavelmente, a leguminosa de mais ampla adaptacdo no mundo,
produzindo em climas temperado, tropical e subtropical (BALL et al., 2007). Devido a
isso e sua grande qualidade e preferéncia animal, € considerada a “rainha das

forrageiras”

2.2.2 Aveia Preta (Avena strigosa L.)

E uma graminea de inverno, da familia Poaceae, com centro de origem no

Oriente Médio, de onde se difundiu para a Europa e posteriormente para as
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Ameéricas. Graminea cespitosa, com colmos cilindricos, eretos, folha glabra ou pouco
pilosa, e com raiz fasciculada ou em cabeleira. A inflorescéncia € em panicula com
glumas aristadas e o0 gréo € uma cariopse indeiscente coberto pelo lema e péaleas. A
Aveia pode ser utilizada para cobertura do solo, forragem ou producao de graos. A
Aveia-preta é considerada mais rustica e possui maior capacidade de perfilhamento,
do que a branca e a amarela. Além disso, € mais resistente & seca e menos exigente
em fertilidade. A Aveia-preta pode ser cultivada solteira ou consorciada com

azevém, ervilhaca, centeio, trevo e tremoco.

2.2.3 Brachiaria brizantha (Hochst. ex. A. Rich) Stapf. cv. Marandu

E uma graminea perene da familia Poaceae, com caule subterraneo do tipo
rizoma. Tem crescimento ereto, atingindo de 1,5 a 2,5 m de altura. Suas folhas
possuem laminas lineares lanceoladas, pilosas na face ventral e glabras na face
dorsal. Apresenta colmos prostrados com perfilhos eretos ao longo do crescimento
da touceira, com perfilhamentos mais intensos nos nds superiores, promovendo a
multiplicacdo de inflorescéncias, principalmente sob o regime de pastejo ou corte
(NUNES et al., 1985; MEDEIROS, 2004). Dependendo da regido possui as
denominacdes populares de Braquiardo, braquiaria do alto, braquiaria do morro e
capim-Marandum (VILELA, 2005; MOREIRA e BRAGANCA, 2010). E uma das
forrageiras mais utilizadas em pastejo no Brasil (EMBRAPA, 2005), com mais de
50% das areas de pastagens cultivadas na regidao Centro-Oeste do Pais (MACEDO,
2006) e aproximadamente 65% na regido Norte (DIAS-FILHO e ANDRADE, 2005).
Também é utilizada como alimento animal nas formas de verde picado, silagens e
fenos (MEDEIRQOS, 2004).

2.2.4 Capim Mombacga (Panicum maximum Jacq.)

Graminea perene da familia Poaceae, originaria da Tanzania, Africa. Possui
folhas quebradicas, podendo atingir até 1,6 m de altura. E uma planta cespitosa,
desenvolvendo-se em touceiras, exigente em fertilidade do solo, apresentando boa

resposta a adubagao.

2.2.5 Sorgo (Sorghum bicolor L. Moench.)
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Pertence a familia Poaceae. Seu centro de origem é a Africa, com uma
possivel segunda area de dispers&o na india. Foi introduzido no Brasil em meados
do século XX. E a quinta espécie mais cultivada do mundo, servindo de fonte de
alimentos para muitos paises da Africa. O Sorgo € uma planta de porte alto que
apresenta perfilhamento (MAGALHAES et al., 2008).

2.2.6 Tifton 85 (Cynodon spp)

O Tifton 85 é um hibrido estéril, produto da espécie Bermuda Grass da Africa
do Sul (Pl 290884) com TIFTON - 68. Foi desenvolvida na Universidade da Georgia,
estacdo experimental de Coastal, localizada na cidade de Tifton, EUA. Possui caules
subterraneos na forma de rizomas, onde sdo mantidas as reservas de carboidratos e
nutrientes que o tornam rastico, resistente a pastejo intensivo, seca, geada e fogo.

Foi introduzido no Brasil em 1993.

2.3 Danos por baixas temperaturas em plantas

Dano por frio € uma das maiores causas de perdas por culturas e o maior
fator limitante para a distribuicdo natural de plantas (Parker, 1963). Por essa razéo
plantas tropicais ndo sobrevivem em locais de clima temperado devido aos rigores
do inverno.

Durante a fase inicial de perda de calor pelo tecido vegetal, quando a
temperatura cai abaixo do ponto de congelamento do citoplasma e do vacuolo sem a
formacdo de gelo, a fase liquida do citoplasma e do vacuolo sdo ditas super-
congeladas. Brown et al. (1974) confirmaram esse fato em frutos de pepino,
conforme ilustrado na Figura 1. Os tecidos sofrem um super-congemamento inicial,
indicado pelo aumento da temperatura na primeira regido de congelamento (FR-1).
A segunda regido de congelamento € caracterizada por oscilagbes de temperatura
(FR-2).
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Figura 2.1. Curva tipica de congelamento em pepinos.

minutos

Fonte: Adaptado de Brown et al. (1974).

A formagao de gelo no espaco intercelular causa movimento de vapor d’agua
atravées da membrana plasmatica, oriundo do citoplasma para parede celular
causando o crescimento dos cristais de gelo no espaco intercelular. Essa
desidratacdo lenta concentra os solutos no interior da célula, diminuindo o ponto de
congelamento em 2 a 3°C (TAIZ; ZEIGER, 2009). Esse fenbmeno pode ser motivo

de escape da planta a geada.

Os mecanismos de danos podem ser divididos em injaria intracelular e
extracelular. Os danos por congelamento intracelular normalmente ocorrem de forma
muito rapida, célula por célula, com formacao de milhares de pequenos cristais de
gelo através do apoplasto e do vacuolo. Quase sempre ocorre de forma letal e a
destruicdo das membranas é a manifestacdo aparente rapidamente observada. Por
outro lado, a injuria ou dano por congelamento extracelular normalmente é
associado a tolerancia ao frio ou congelamento. Formagédo de gelo extracelular
frequentemente esta associado a desidratacdo da célula pela remocdo de agua. A
morte da planta as vezes esta associada a desidratacdo e ndo ao dano pelo frio. As
alteracdes comumente observadas sédo devido a dano de membrana pela diminui¢ao
da permeabilidade, diminuicdo de atividade enzimatica ou desnaturacdo de
proteinas. Protoplastos de célula de plantas tolerantes normalmente sdo mais
elasticos.
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O congelamento requer a presenca de pontos de nucleacdo para dar inicio a
formacdo dos cristais de gelo. Margaritis; Bassi (1991) reportaram que certas
bactérias gran-negativo, incluindo Pseudomonas syringae possuem uma proteina de
membrana que sdo capazes de nuclearem cristalizagcdo em agua super-congelada.
Por outro lado, certos vegetais adquiriram a habilidade de suprimir os pontos de
nucleacdo, permitindo super-congelamento muitos graus Celsius abaixo de zero,
sem a consequente formacao de gelo. Entretanto, o super-congelamento profundo
da agua intercelular pode atingir -40°C, quando ocorre a formacdo espontanea de

gelo (TAIZ; ZEIGER, 2009), mesmo sem a presenca de pontos de nucleagao.

A aclimatacdo ao frio promove mudancas em varios processos fisicos e
bioquimicos, permitindo que a planta trabalhe em baixas temperaturas. Pode ocorrer
a inducao de proteinas anti-congelamento, alteragdes na composi¢cdo da membrana,
acumulo de osmoprotetores, ou mudancas no potencial de reducdo (JANDA et al,
2014). Koster; Lynch, (1992) afirmaram que o potencial osmdético intracelular de
plantas de centeio praticamente dobra durante o processo de aclimatacdo. A
concentracéo de glicinabetaina salta de 290 para 1.300 ug g™ de tecido vivo durante
as quatro semanas de aclimatagcdo e que a concentracao de prolina néo se alterou
nas trés primeiras semanas de aclimatacéo, no entanto, saltou de 27 para 580 pug g*
de tecido fresco durante as trés semanas seguintes e que a quantidade de acucares
sollveis mais que dobrou durante a segunda semana de aclimatacao, passando de
11 para 26 mg g™ de tecido vivo. Os autores atribuem a maioria desse aumento ao

acumulo de sacarose e rafinose.

Andlises bioquimicas podem apresentar bons resultados para avaliacdo de
tolerancia ao frio, como observado por Cerqueira (2011) em videira e Floriani et al.
(2011) em eucalipto, que avaliaram a atividade das enzimas ascorbato peroxidase e
superoxido dismutase. A acdo da enzima peroxidase em plantas constitui protecéo
oxidativa. A atividade dessa enzima pode aumentar em plantas submetidas a
estresse, e as vezes, é a primeira enzima a ter atividade alterada (SIEGEL, 1993).
Isso porque, em resposta ao estresse as plantas podem acumular espécies reativas
de oxigénio (EROS) que afetam o metabolismo celular através da oxidacdo de
membranas lipidicas, proteinas e acidos nucléicos, além de inibir processos
fisiolégicos como fotossintese e respiracdo (SCANDALIOS, 2005; SOARES;
MACHADO, 2007). Enzimas como a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
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ascorbato peroxidase (APX), além de compostos ndo enzimaticos, compdem
sistemas antioxidantes efetivos na protecdo contra o estresse oxidativo (PERL-
TREVES; PERL, 2002). Durante o estresse pelo frio tem sido detectada a formacéo
de acido gama amino butirico (GABA). Mazzucotelli et al. (2006), estudando o
metabolismo de amino&cidos de plantas de cevada e trigo em condi¢des de estresse
pelo frio observaram pequena variagdo no conteido de amino acidos, no entanto,
houve substancial conversdo de glutamato em GABA, proporcionalmente a
intensidade do dano pelo frio. O acumulo de prolina tem sido associado a
mecanismos de tolerancia ao frio através de modulacdo osmética. A literatura sobre
estresse provocado pelo frio apresenta elevacdo das concentragbes de prolina e
gaba, sugerindo uma possivel conexdo entre ambos, conforme sugerido por
Signorelli et al. (2015). Esses autores propuseram uma rota metabdlica nao
enzimatica para sintese de GABA a partir de prolina com radicais hidroxila ("OH).
Prolina reage favoravelmente com 'OH pela subtracdo de hidrogéncio (H) do
grupamento amina da prolina. Em seguida ocorre descarbolixilacdo espontanea da
prolina, conduzindo a formacéo de pirrolidina que é convertida em pirrolina e esta,

por sua vez, produz o 4cido gama amino butirico (GABA).

Outro tema que tem merecido atencao de cientistas € o estado nutricional das
plantas em relagdo aos mecanismos de estresse pelo frio. Plantas crescendo em
solo com deficiencia mineral normalmente apresentam maior susceptibilidade ao
dano por frio. Gunes et al. (2016) reportaram que a aplicacéo de boro (B) no solo ou
foliar, em plantacdes de morangueiro (Fragaria vesca cv. Fern), promoveu elevagao
da produtividade em 55,91%, associado a aumento da atividade das enzimas
catalase, peroxidase e superéxido dismutase e diminuicdo de danos do frio em
27,41%. Evans et al. (2016) sugeriram que alta concentragdo de cloro na seiva
celular aumentou a tolerancia ao frio em plantas jovens de canola (Brassica napus
L.). Plantas de espécies tropicais de florestas do México aumentaram a tolerancia ao
frio quando suplementadas com potassio (GOMES et al., 2016). Emprego de
adubacao potassica juntamente com calcario promoveu maior tolerancia ao frio em
plantas adultas de café (Coffea arabica), como demonstraram Chaves; Manetti Filho
(1990). Sarikhani et al. (2014) obtiveram aumento de tolerancia ao frio com
aplicacéo foliar de potassio em plantas de videira (Vitis vinifera L.). Hansen (1992)

mostrou que aclimatacdo ao frio era influenciada pela duracdo do periodo de
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aplicacdo dos fertilizantes em Larix leptolepis (Sieb; Zucc) Gord e que néo

encontraram efeito especial para nitrogénio, fosforo ou potassio.

A literatura menciona a relacdo entre poliaminas e reagdes de plantas quanto
a tolerancia ao frio. Gondor et al. (2016) relataram o efeito de espermidina na

sinalizacao da aclimatacéo de plantas de cereais.

O papel do etileno também tem sido objeto de estudos quanto a tolerancia ao
frio. Hu et al. (2016) mostraram acao positiva do emprego de etileno sobre atividade
enzimatica antioxidante em gramineas do género Cynodon dactilon L. Pers

submetidas a estresse por baixa temperatura.

Gas sulfureto de hidrogénio (H,S) tem apresentado acdo sobre tolerancia a
estresses abidticos. Shi et al. (2013) submeteram plantas de grama bermuda
(Cynodon dactilon L. Pers) a estresses salino, osmotico e temperatura baixa e
observaram inducdo nos niveis de H,S enddgenos, associados com aumento da
tolerdncia a estresses salinos e de baixas temperaturas. Além disso, houve
diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), aumento de atividade dos
sistemas enzimaticos antioxidantes da catalase, peroxidase e glutationa redutase e

acumulo de prolina, sacarose e acucares sollveis totais.

Acido salicilico também esta associado a estresse provocado pelo frio. Mutlu
et al. (2016), trabalhando com plantas de cevada, concluiram que os teores internos
de acido salicilico ou aplicados externamente desempenham papel importante sobre
tolerancia ao frio através da regulagdo de espécies reativas de oxigénio e atividade

das enzimas antioxidantes em cultivares sensiveis e tolerantes ao frio.

O papel dos fitohorménios Acido Abscisico (ABA), Citocinina (CIT) e
Brassinosteroides também tém sido largamente, associados aos mecanismos de

tolerancia ao frio.

Zhang et al. (2008) estudaram o papel do ABA e uma proteina de 25 kDa
chamada dehidrina, normalmente associada aos mecanismos de tolerancia a seca,
com tolerancia ao frio em plantas de grama bermuda. Os autores reportaram que 0
teor de ABA aumentou substancialmente, nas folhas e em estoldes durante a
aclimatacdo ao frio e permaneceu em nivel elevado. As cultivares mais tolerantes ao

frio (‘Patriot” e ‘Riviera”) apresentaram teores maiores de ABA e menor vazamento
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de eletrélitos nos estoldes, quando comparado com as cultivares mais sensiveis ao
frio (‘Tifway’ e ‘Princess’). A expressédo da dehidrina aumentou durante o processo
de aclimatacdo para as quatro cultivares, evidenciando a ligacdo entre os

mecanismos de tolerancia ao frio ao de tolerancia a seca.

Zhang et al. (2011) analisaram as alteracdes metabdlica de Citocinina (CIT) e
Acido Abscisico (ABA) durante a aclimatacio e desaclimatacio de cinco variedades
de grama bermuda. Os autores apresentaram resultados que indicam que os teores
de ABA aumentaram enquanto que os teores de CIT diminuiram durante o periodo
de aclimatacéo. Os autores afirmam, ainda, que os teores de ABA durante o periodo
de aclimatacdo ao frio devem estar associados com tolerancia ao frio, e que os
niveis de CIT durante o periodo de desaclimatacdo devem estar associados ao
aumento da coloracao esverdeada de plantas de grama bermuda.

Kagale et al. (2007) demonstraram que o emprego de 2,4-epibrassinolide, um
brassinosteroide, aumentou a tolerancia ao estresse provocado pelo frio e pela seca
de mudas jovens de Arabidopis thaliana e Brassica napus, além de superar inibicdo
induzida por salinidade de germinacao de sementes. Espécies reativas de oxigénio
também estdo associadas ao metabolismo de brassinosteroides. Xia et al, (2009)
sugerem que os niveis elevados de H,0O, resultantes da atividade da enzima NADPH

oxidase estdo envolvidos com tolerancia ao frio induzida por brassinosteroides.

Burke et al. (1976) classificaram as plantas quanto a tolerancia ao frio em
guatro categorias: 1. Plantas com pouca ou sem tolerancia ao frio - sdo as que
sofrem danos pelo frio em temperaturas que variam de zero a 14°C (denominados
“Chilling”), ou até mesmo aquelas que sao danificadas pelo frio em temperaturas
entre -1 a -3°C. Super-congelamento e abaixamento do ponto de congelamento
podem oferecer leve protecdo nesses casos. Milho, cucurbitas e feijdes sao
classificados como exemplos dessa categoria. Cafeeiros também podem ser
incluidos nessa classe de plantas. Ap0s uma geada a folhagem adquire
caracteristica flacida em funcédo da perda de permeabilidade das membranas e o0s
compartimentos intracelulares mostram-se danificados. 2. Plantas com limitada
tolerancia ao frio - sédo aquelas que sobrevivem ao congelamento por tolerarem a
formacdo de gelo em seus tecidos com capacidade de se aclimatarem e

sobreviverem em temperaturas de -25°C durante o inverno. Cereais de inverno
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compde esse tipo de planta. 3. Plantas com super-congelamento profundo -
através desse mecanismo de escape sao capazes de tolerar temperaturas de -40°C,
porém podem ser danificadas entre -2 a -3°C durante a fase de crescimento ativo.
Os autores citam que macieira € um exemplo tipico dessas plantas e 4. Plantas que
ndo apresentam super-congelamento profundo, porém sdo plantas
extremamente tolerantes ao frio - capazes de sobreviver a temperatura de -196°C.
Sédo plantas nativas da floresta Boreal do Norte dos Estados Unidos. Sao plantas
gue suportam extrema desidratacdo das células. Nessas condi¢des toda molécula

de &gua da planta encontra-se congeladas extracelularmente.

Tolerancia ao frio esta associada a capacidade da planta sobreviver com a
presenca de gelo fora da célula, quer seja na parede celular, vasos e outras
estruturas. Enquanto algumas espécies sdo mortas com temperaturas pouco abaixo
do ponto de congelamento, outras toleram temperaturas extremamente baixas de
até -196°C (Sakai, 1960). Esta tolerancia ocorre quando as plantas adquiriram
condi¢cdes de aclimatacdo ao frio e se encontram em estadio dormente. Porém
essas mesmas espécies podem ser danificadas em -3°C durante o estagio de

crescimento ativo na primavera.

O Tropico de Capricérnio, que delimita a maxima declinagdo Sul do Sol,
passa pelo estado do Parana, indicando uma regido de transicdo climatica,
caracterizada pelas diferencas de altitude e latitude. Regides de maiores latitudes e
altitudes, localizadas ao Sul do paralelo 23°27’S apresentam estacao de crescimento
bem definida, com invernos rigorosos e geadas frequentes. A faixa ao Norte, em
menores altitudes (400 a 700 m) tem geada menos frequentes e verdes quentes que
possibilitam o cultivo de espécies mais sensiveis a baixas temperaturas
(CAVIGLIONE et al.,, 2000; WREGE et al.,, 2011). Nessas condicbes ocorrem
oscilagfes de temperatura de 15 a 20°C num mesmo dia, as vezes com ocorréncia
de geada e logo em seguida a temperatura volta a subir, impedindo que as plantas

possam se aclimatar ao frio.
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Figura 2.2. Probabilidades de ocorréncia de geadas com temperaturas minimas

absolutas de abrigo inferiores a 3°C no estado do Parana.
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Fonte: http://sma.fundacaoabc.org/climatologia/geada/probabilidade

2.4 Métodos de avaliacao de tolerancia ao frio

A seguir serdo descritos alguns métodos de avaliacao de tolerancia ao frio, no
entanto, é importante mencionar que normalmente os trabalhos de pesquisa com
tolerancia ao frio empregam uma ou mais metodologias combinadas para avaliacéo
simultanea.

Didaticamente, os métodos de avaliagdo de tolerancia ao frio podem ser
divididos em qualitativos e quantitativos.

a) métodos qualitativos - Compreendem avaliagdes subjetivas por meio de notas e

avaliacOes de recuperacao pos-dano, 0s quais sao descritos a seguir.
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Avaliacdo visual com estabelecimento de notas conforme o nivel de
dano. Manetti e Caramori (1986), propuseram um critério de avaliagdo visual para
quantificar danos por temperaturas abaixo de zero em plantas de café, com
atribuicdo de notas entre 1 e 5, sendo: 1 - sem dano; 2 - 25% da area foliar afetada;
3 - 50% da éarea foliar afetada, 4 - 75% da area foliar afetada e 5 — 100% da éarea
foliar afetada. Esse critério foi utilizado com sucesso para avaliar danos em mudas
de café submetidas a temperaturas minimas de -1, -2, -3 e -4°C em condi¢des
controladas. Caramori; Caramori e Manetti (2002) empregaram 0 mesmo critério
para avaliar tolerancia ao frio de plantas jovens de cafeeiros (Coffea arabica L.)
submetidas a diferentes niveis de potencial de 4gua na folha. Friebelkorn e Rahman
(2016) empregaram critério de avaliacdo visual por meio de notas de danos para
desenvolver protocolo de avaliagdo de tolerancia ao frio de canola (Brassica napus
L.).

Recuperacao/Rebrota/Perfilhamento/Contagem de plantas. Apdés a
realizacdo do teste em condi¢cdes controladas ou apds a ocorréncia de fenémeno
natural € avaliada a recuperacao das plantas. Avaliagdo pode ser por contagem de
plantas (LT 50 estima a temperatura letal com a contagem da morte de 50% das
plantas) ou contagem das estruturas vegetais. Arias et al. (2015) empregaram
método LT50 para avaliar o escape pelo frio por super-congelamento de cultivares
de azeitona (Olea europea). Bresolin et al. (2008) empregaram metodologia de
contagem de numero de folhas por estolho, espessura do estolho e nimero de
brotacdes novas em plantas de amendoim forrageiro (Arachis pintoi cv amarillo) para
avaliar a tolerancia ao frio. Munshaw et al. (2010) usaram LT50 para avaliar o efeito
da aplicacéao tardia de ethefon em quatro cultivares de grama Bermuda. Anderson et
al. (2011) avaliaram tolerancia ao frio de dez cultivares de grama bermuda através
da quantificacdo de rebrota aplOs realizacdo dos ensaios em camaras de
crescimento de plantas com condi¢cdes temperatura controladas. Macolino et al.
(2010) empregaram a metodologia D80, que representa a quantidade de dias para
atingir 80% de coloracdo verde em estolées de cultivares de grama Bermuda apés
geada. Anderson; Taliaferro; Martin (1993) avaliaram tolerancia ao frio de grama
Bermuda em condi¢des controladas através do LT50 de rebrota das plantas apos 4
semanas da realizagdo dos ensaios. Floriani et al. (2013) empregaram a
metodologia LT50 para avaliar relacdo entre concentracdes foliares de carboidratos
sollveis totais e tolerancia ao frio em diferentes espécies de Eucaliptus spp. Dami et
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al. (2016) empregaram trés métodos estatisticos (mode-date, piecewise regression
and anual mean LT50) para determinar a temperatura minima que mata 50% das
gemas primarias de vinte e trés cultivares de videira adaptados a face oriental dos
Estado Unidos.

b) Métodos quantitativos - Diversos métodos séo relatados, dos quais serdo
destacados os seguintes.

Calorimétricos. Referem-se a medi¢cdo da variacdo da temperatura através
do emprego de termopares (ou termistores), para quantificar alteracdes de
temperatura no interior do tecido de plantas submetidas a estresse pelo frio. Esta
metodologia é considerada simples quando utiliza um termopar ou diferencial com
dois termopares inseridos no tecido, sendo que um deles é considerado referencial.
Aslamarz et al. (2010) empregaram andlise térmica computadorizada aliada ao
método de mdodulo termoelétrico para avaliar tolerancia a frio de castanha da Persia.
Livingston 1lI; Tallury (2009) empregaram analise térmica associado com histologia
para avaliar o comportamento diferencial de plantas de Aveia aclimatadas e nao
aclimatadas ao frio.

Calorimetria. Baseia-se na quantificacdo de trocas de calor. Reacdes
endotérmicas absorvem calor e reacdes exotérmicas liberam calor. A formacéo de
gelo € um processo exotérmico e o descongelamento endotérmico. Nogales et al.
(2015) empregaram a técnica da calorrespirometria (mede simultaneamente taxas
de troca de calor, associadas a troca de CO, para caracterizar fenotipicamente
plantas de cenoura (Daucus carota L.), definindo a temperatura 6tima e a minima
para crescimento. Gao et al (2014) empregaram analise térmica diferencial para
estudar o endurecimento ao frio em raizes de doze variedades de videira. Com essa
metodologia os autores concluiram que variedades de videira com a camada da
exoderme da raiz mais espessa, floema mais fino aliado a alta propor¢éo de xilema
apresentaram maior tolerancia ao frio.

Crio-Microscopia eletrénica de varredura. Roden et al. (2009) empregaram
(cryo-SEM) crio-microscopia eletronica de varredura para estudar tolerancia ao frio e
formacao de gelo em aciculas de Pinus radiata.

Lixiviacdo de ions. A medicdo da resisténcia elétrica de solucdo de
embebicdo para avaliacbes em pesquisas fisiolégicas de tecidos ou sementes é
utilizada de longa data. Hibbard; Miller (1928), trabalhando com medi¢cdes da
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condutividade elétrica para avaliar viabilidade de sementes reportaram que Weber
(1836) e Du Bols (1849) jA4 haviam utilizado esta técnica. Ranke (1865) notou
diminuicdo da resisténcia elétrica em tecidos mortos de plantas e animais. Em
trabalhos de tolerancia a seca, De Faria et al. (2013) empregaram a metodologia de
lixiviagdo de ions associada a medida da fluorescéncia da clorofila entre cultivares
de mamona sob déficit de agua.

Angersbach; Heinz; Knorr (1999) desenvolveram um método que emprega
caracteristicas de condutividade elétrica aliado a alteracdes de frequéncia, que
denominaram modelo eletrofisiologico. Os autores empregaram esta metodologia
para quantificar a relagéo entre tecidos intactos comparado com tecidos danificados,
gue chamaram de critério de desintegracdo celular, definindo um indice de
desintegracdo baseado nas mudancas da condutividade elétrica em uma amostra de
tecido celular.

Difusdo de corantes e pigmentos naturais. A reducdo de cloreto de
trifeniltetrazélio por tecidos vivos a trifenilformazana, um corante avermelhado e
insoltvel, esta diretamente ligado a atividade da cadeia respiratéria mitocondrial,
através da transferéncia de hidrogénio por enzimas desidrogenases. Assim,
somente tecidos vivos sdo capazes de reduzir tetrazélio a formazana. A concetracéo
de formazana pode ser detectada por espectrofotometria. Com emprego dessa
metodologia é possivel identificar o estresse por temperatura letal. Steponkus;
Lanphear (1967) empregaram essa metodologia para determinar danos por frio em
plantas lenhosas.

Fluorescéncia do PSII. A fluorescéncia da clorofila é usada como um teste
eficiente da funcdo fotossintética. Assim, a razdo entre fotossintese variavel e
fotossintese maxima (Fv/Fm) estima a eficiéncia da excitacdo energética capturada
pelo centro de reacao do fotossistema Il - PSIl (GENTY et al., 1989). O valor tipico é
de Fv/IFm de 0,75 a 0,85 e sua variacdo pode indicar alteracdo no sistema
fotoquimico da planta (BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993). Ploschuka et al.
(2014) mediram respostas da fotossintese e da fluorescéncia de Jatropa curcas ao
resfriamento e congelamento durante os estagios iniciais de vegetacdo. Barawska-
Jarmulowcz et al. (2014), usaram fluorescéncia do fotossistema Il para elucidar as
razdes de tolerancia ao frio de Dactylis glomerata e Lolium perene. Miralles-Crespo
et al. (2011), empregaram a fluorescéncia da clorofila para determinar dano por frio

em plantas de Lavanda.
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Ressonancia Nuclear Magnética. Burke et al. (1976) definiram o0 uso dessa
técnica como maneira de medir diretamente o conteludo de agua parcialmente
congeladas em tecidos. Os autores mencionam o trabalho de Gusta et al. (1975)
usando ressonancia nuclear magnética espectroscopica para determinar a
quantidade de agua ndo congelada em cereais de inverno submetidas a
temperaturas abaixo do ponto de congelamento.

Termografia. Emprego de analise de imagens na faixa de comprimento de
onda do infravermelho é possivel quantificar a formacdo de gelo em relacdo a agua
no estado liquido, por emitirem comprimentos de onda diferentes. Hacher et al.
(2008) empregaram analise térmica infravermelho diferencial para estudar
propagacédo de gelo e o padrdo de congelamento total de plantas ndo aclimatadas
individuais de varias espécies dos alpes. Wisnieswski et al. (2015) empregaram
termografia infravermelho de alta resolucdo para estudar nucleacdo e propagacao
de gelo em plantas, para melhor entender os processos de congelamento.
Wisnieswski et al. (2008) com emprego de termografia de infravermelho associado
calorimetria com emprego de termopares para monitorar processos de
congelamento em plantas. Com essa metodologia os autores definiram claramente
0s sitios iniciais de nucleacdo e como eles se espalham pelos tecidos. Fuller et al.
(2003), empregaram imagem de termografia infravermelho para estudar a protegao
de plantas contra geada usando filme de particulas hidrofébicas e polimeros
acrilicos. Stier et al. (2003) empregaram um radibmetro de imagem infravermelho
para visualizar progressao do congelamento em espécies de grama usadas em
campos de golfe. Workmaster et al. (1999) estudaram nucleagcéo e propagacao de
gelo em copas de mirtilo vermelho e frutos usando termografia infravermelho. Os
autores demonstraram evidéncias que as folhas sdo nucleadas por penetracdo via
estbmato.

Osmometria. Quantifica a concentracdo osmotica de solucdes dos
compartimentos celulares. Com emprego dessa metodologia Bakradze et al. (2008)
estudaram as particularidades de cristalizagdo de adgua e processos de fusdo do
gelo em raizes de plantas com um ano de idade de Plantago major.

Trocas gasosas. A eficiéncia da fotossintese, através da eficiéncia da
clorofila ou através da avaliacdo de trocas gasosas, pode ser empregada para
guantificar danos provocados por estresse causado pelo frio. Dessa forma, Nogales

et al. (2015) empregaram a técnica da calorrespirometria (mede simultaneamente
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taxas de calor associado a emissao de CO, por tecidos vivos) para caracterizar
fenotipicamente plantas de cenoura (Daucus carota), definindo a temperatura 6tima
para crescimento, bem como a temperatura minima para crescimento.

Analises Bioquimicas. Possibilitam entender as alteracdes bioquimicas
associadas aos processos de tolerancia ao frio.

Certas bactérias atuam internamente com pontos de nucleacdo de gelo. Por
essa razao sado consideradas patogénicas. Tomalty et al. (2014) estudaram a
producdo de proteinas que atuam com caracteristicas anti congelantes e controlam
o crescimento dos cristais de gelo evitando o dano as plantas. Assim como certas
bactérias atuam como pontos de nucleacdo de gelo, outros compostos organicos
também apresentam essa caracteristica. Kuwabara et al. (2012) estudaram
atividades congelantes de flavonoides em solucdes contendo diferentes agentes
nucleadores de gelo. Zhang et al. (2011) mediram o metabolismo de citocininas e
acido abscisico para avaliar aclimatacdo e desaclimatacdo ao frio de cinco
variedades de Grama Bermuda. Zhang et al. (2008) avaliaram o metabolismo de
acido abscisico e expressdo da proteina dehidrina durante aclimatacdo ao frio de
grama Bermuda. Kumar et al. (2008) concluiram que aplicacdo exdgena de Acido
Abscisico melhora a tolerancia ao frio grédo de bico (Cicer arientinum), através da
melhora do estado da agua das folhas, bem como, pela redu¢éo do dano oxidativo.

Analise de estruturas anatémicas/histologia. A histologia permite visualizar
os danos provocados pelo frio sobre as alteracbes das estruturas morfologicas e
anatbmicas. Livingston Ill; Tallury (2009) empregaram andlise térmica associado
com histologia para avaliar o comportamento diferencial de plantas de Aveia

aclimatadas e ndo aclimatadas ao frio.

2.5 Zoneamento Agrocliméatico

As espécies vegetais se adaptaram a diferentes ambientes de acordo com as
condi¢cbes climaticas vigentes. O homem, por meio da agricultura, expandiu as
fronteiras, desenvolvendo novas cultivares sem observar, muitas vezes, além dos
limites toleraveis de cultivo comercial. Nas dUltimas décadas foram feitos
investimentos em coletas de dados meteoroldgicos, levantamentos de solos e

estudos de pesquisa sobre exigéncias climaticas das culturas. Essa grande base de
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dados possibilita, atualmente, realizar o zoneamento das diferentes culturas
agricolas, determinando as areas aptas e o0s niveis de riscos envolvidos.

O zoneamento Agroclimatico atualmente é disponivel para a maioria das
culturas agricolas, incluindo café (CARAMORI et al., 2001), soja (FARIAS et al.,
2001), trigo (CUNHA et al., 2001), videira (RICCE et al., 2014), péssego e nectarina
(CARAMORI et al., 2008), cana-de-acucar (WREGE et al., 2005).

O zoneamento tornou-se uma importante ferramenta de crédito agricola,
possibilitando a semeadura em épocas de menor risco e com maior potencial
produtivo (ROSSETI, 2001).

Dentre os fatores de risco, as temperaturas criticas, a deficiéncia e o
excedente hidrico sdo 0s que mais causam perdas.

A temperatura é de tal maneira limitante que normalmente se evita a
semeadura em areas de risco elevado, sob pena, de haver perdas em praticamente
todos os anos. Considerando que o regime térmico é governado pela disponibilidade
de energia solar, existe regularidade nos limites de exploracdo das culturas de
acordo com seu nivel de tolerancia a baixas temperaturas ou temperaturas muito
elevadas.

Por outro lado, as chuvas, apesar de terem um ciclo sazonal, apresentam
grande variabilidade espacial e interanual, que causam perdas constantes a
agricultura. Dessa forma, a deficiéncia hidrica se constitui no maior fator de risco
para a agricultura.

O zoneamento de risco climatico compreende justamente estabelecer os
fatores de risco para cada espécie vegetal. Séries de dados meteorologicos de pelo
menos 30 anos de coleta diaria sdo utilizadas para determinar as probabilidades de
eventos desfavoraveis durante as fases mais sensiveis do ciclo, para cada época de
semeadura. Normalmente se estabelece um nivel de risco aceitavel e os municipios
que se enquadram abaixo do maximo toleravel para as épocas de semeadura
analisadas sao recomendados para o cultivo.

A frequéncia de geadas pode ser adequadamente estimada conhecendo-se o
gradiente entre a temperatura minima de abrigo a 1,7 m da superficie do solo e a
temperatura minima de relva medida a 0,05 m da superficie do solo (SENTELHAS et
al., 1995; GRODZKI et al., 1996).
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3 CONDUTIVIDADE ELETRICA E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA
PARA IDENTIFICAR DANOS POR FRIO EM ESPECIES DE
FORRAGEIRAS

RESUMO

A ocorréncia de geadas no Sudeste e Sul do Brasil afeta a qualidade das pastagens
e limita o uso de espécies com elevado potencial produtivo para alimentacao animal.
Avaliacdes de dados de geadas tém sido fundamentadas em critérios visuais, com
imprecisdo devido a subjetividade. Nesse trabalho avaliou-se a tolerancia de
espécies forrageiras a temperaturas baixas utilizando uma metodologia quantitativa,
com base na fluorescéncia da clorofila e condutividade elétrica da solu¢cdo embebida
com seccOes de folhas pos-teste. Foram analisadas as forrageiras: alfafa (Medicago
sativa), Sorgo (Sorghum bicolor), Aveia Preta (Avena strigosa), Marandu (Brachiaria
brizantha), Milheto (Pennisetum glaucum), capim Mombaca (Panicum maximum) e
Tifton 85 (Cynodon spp). As plantas foram submetidas a temperaturas minimas de
0,2;-0,9; -1,8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C, durante uma hora, no interior de uma camara
de crescimento em condicfes de luminosidade e temperatura controladas. O inicio
dos danos correspondeu a um aumento subito na condutividade elétrica da solugéo
e diminuicdo na fluorescéncia. A partir das seguintes temperaturas detectou-se o
inicio dos danos celulares: Milheto -1,8°C, Aveia e Sorgo -2,7°C, Marandu e Alfafa,
-4,6°C e Tifton 85 sem danos até -6,2°C. O capim Mombaca foi o Unico que
apresentou resultados discrepantes, com -2,7°C pela fluorescéncia da clorofila e
-4,6°C pela condutividade elétrica. Os métodos empregados revelaram-se

adequados para avaliar tolerancia ao frio em forrageiras.

Palavras chave: Geada. Pastagens. Avaliacdo de danos por frio. Lixiviagao de ions.
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ELECTRICAL CONDUCTIVITY AND FLUORESCENCE OF THE
CHLOROPHYLL TO IDENTIFY COLD INJURY IN FORAGE SPECIES

ABSTRACT

The occurrence of frosts in the high lands of the southeast and south of
Brazil affects the quality of pastures and limits the use of species with high yield
potential for animal feeding. Frost damage assessments have been based on visual
criteria, with uncertainty due to subjectivity. This paper evaluates the tolerance of
forage species to low temperatures using a quantitative approach, based on
fluorescence of chlorophyll and electrical conductivity of the solution soaked with
post-test leaf disc sections. The following forage species were analyzed: alfalfa
(Medicago sativa), sorghum (Sorghum bicolor), black oat (Avena strigosa), Marandu
grass (Brachiaria brizantha), pearl millet (Pennisetum glaucum), Mombasa grass
(Panicum maximum) and Tifton 85 (Cynodon spp). The plants were exposed to
minimum temperatures of 0.2; -0.9; -1.8; -2.7; -4.1; -4.6 and -6.2°C for one hour,
within a growth chamber with controlled conditions of light and temperature. The
onset of damage corresponded to a sudden increase in the electrical conductivity of
the solution and decrease in fluorescence. The following temperatures were
identified at the beginning of cell damages: Millet -1.8°C, Sorghum and Oat -2.7°C,
Marandu and Alfalfa -4.6°C, and Tifton 85 without damage until -6.2°C. Mombasa
grass was the only one that presented discrepant results, with -2.7 °C for chlorophyll
fluorescence and -4.6°C for the electrical conductivity. The methods employed were

suitable for evaluating cold tolerance in forages.

Keywords: Frost. Forage. Cold damage evaluation. lon lixiviation.

3.1 INTRODUCAO

O clima é o fator principal que determina a adaptacdo e o crescimento das
plantas forrageiras (McCLOUD; BULA, 1985). O Parana esta situado em regiédo de
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transicao climatica de clima subtropical alterando-se para tropical (CAVIGLIONE et
al., 2000; WREGE et al., 2011) e apresenta condi¢des de luminosidade, temperatura
e precipitacdes pluviométricas adequadas para aumentar o potencial de resposta na
produtividade da forragem.

As pastagens constituem a principal fonte de alimentacdo da pecuéria de
corte, devido ao seu baixo custo em relacdo a outras fontes de nutricdo (CANTO et
al., 2010; LAABS, 2011). Entretanto, para algumas regifes, as condi¢cdes climaticas
na estacao fria dificultam o desempenho dos animais, ja que as plantas forrageiras
paralisam o crescimento principalmente pelas baixas temperaturas e menor
luminosidade, reduzindo a disponibilidade de matéria seca e impactando o
desenvolvimento dos animais em pastejo.

A essas situacdes se somam as geadas de ocorréncia regular no outono-
inverno, que crestam a forragem disponivel e consequentemente, verificam-se
perdas de peso dos animais (CANTO et al., 2010).

A escolha de espécies apropriadas, de acordo com a severidade das geadas
gue ocorrem em cada regido, possibilita melhor planejamento do orcamento
forrageiro, a fim de reduzir a sazonalidade de matéria seca (COSTA et al., 2008).
Para tanto, € necessario conhecer a tolerancia de cada espécie e cultivar a baixas
temperaturas, para que se possa compor um sistema de forrageamento com base
na adaptacdo das espécies ao longo do ano de acordo com o clima regional
(COSTA et al., 2008).

Poucos séo os estudos que procuram caracterizar a tolerancia as geadas
em pastagens. De acordo com Canto et al. (2010) muitas pesquisas com pastagens
devem ainda ser realizadas, de forma que o reconhecimento do papel e do potencial
das pastagens é importante para o desenvolvimento da pecuaria de corte no
Parana.

Existe uma grande diversidade de tolerdncia ao frio entre espécies
forrageiras. O trevo branco, a leguminosa forrageira de producdo invernal mais
usada para pastejo direto, em associacdo com gramineas (BALL et al., 1996) nao
tolera temperatura elevada, sendo entretanto, razoavelmente tolerante as geadas.
Ferolla et al. (2007) e Flores et al. (2008) destacaram que a utilizacéo de forrageiras
de estagdo fria como o Azevém, Aveia e 0 Centeio tem sido uma Otima alternativa
para os produtores de leite por apresentarem boa qualidade e um bom potencial de

producdo de matéria seca, aléem de amenizar os periodos de estiagem forrageira
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gue ocorrem no outono e inverno, sendo importantes para a alimentagdo de
ruminantes durante esse periodo nas regifes de clima temperado. Botrel et al.
(2002) avaliaram 16 espécies de gramineas forrageiras no Vale do Paraiba (SP) e
destacaram Hemarthria altissima e Setaria anceps como tolerantes a geada.

A avaliacdo da sensibilidade das plantas pela sua exposicdo as
temperaturas inferiores a 2 °C, em ambiente controlado, pode ser um procedimento
bastante eficiente na predicdo de tolerancia em funcdo de assegurar uma
homogeneidade dos niveis de frio, como demonstraram Annicchiarico et al. (2001)
em trevo branco e Bresolin et al. (2008) em amendoim forrageiro, para os quais a
avaliacdo da tolerancia ao frio nos experimentos em ambientes controlados foi
bastante eficiente.

Como forma de avaliar os danos causados as plantas pelo estresse das
temperaturas baixas, a maioria dos trabalhos realizam avaliagbes visuais,
morfoldgicas, andlises fisioldgicas de crescimento, trocas gasosas e fluorescéncia,
como Simoni et al. (1999) em leucena, Ramalho et al. (2000) em café, Bresolin et al.
(2008) em amendoim forrageiro e Dalmago et al. (2010) em canola.

A fluorescéncia é usada como um teste eficiente da funcdo fotossintética.
Assim, a relacdo entre a fotossintese variavel e a fotossintese maxima (Fv/Fm)
estima a eficiéncia da excitacdo energética capturada pelo centro de reacdo do
fotossistema Il - PSIl (GENTY et al., 1989). O valor tipico de Fv/Fm situa-se entre
0,75 a 0,85 e sua variacdo pode indicar alteracao no sistema fotoquimico da planta
(BOLHAR-NORDENKAMPF; OQUIST, 1993).

Além desses testes, a avaliacdo da condutividade elétrica destaca-se como
uma medida simples, rapida, eficiente e facilmente reproduzivel, sendo uma 6tima
forma de selecionar materiais pela tolerancia ao frio em oliveiras (BARRANCO et al.,
2005). Esse teste baseia-se na avaliacdo da lixiviacdo dos eletrolitos atraveés da
membrana celular logo apdés o estresse, sendo que de acordo com Guye et al.
(1987) a perda da integridade da membrana resultante da prolongada exposi¢do a
baixa temperatura € a resposta principal das plantas sensiveis ao frio, podendo
causar danos fotoxidativos. Assim, esse teste tem sido utilizado por alguns autores
com sucesso, como em Eucaliptus (SILVA et al., 2009; FLORIANI et al., 2013),
oliveira (MOSHTAGHI et al., 2009) e trigo (HABIBI et al., 2011).
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O objetivo desse trabalho foi identificar o ponto inicial de danos por
temperaturas negativas em forrageiras utilizando metodologias quantitativas, com

base na fluorescéncia da clorofila e condutividade elétrica.

3.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzindo na fazenda experimental do Instituto Agronémico do
Parand (IAPAR), em Londrina, PR. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticfes. Os tratamentos corresponderam as espécies de
forrageiras: Mombaga (Panicum maximum); Marandu (Brachiaria brizantha), Tifton
85 (Cynodon spp), Milheto (Pennisetum glaucum), Sorgo (Sorghum bicolor), Aveia
Preta (Avena strigosa) e Alfafa (Medicago sativa). O Tifton 85 foi propagado com
mudas de aproximadamente 20 cm e as demais espécies por semeadura, em vasos
com volume de 1000 ml contendo substrato de duas partes de solo, uma parte de
esterco de curral curtido e 1 kg de NPK 4-30-10 por metro cubico. As plantas foram
conduzidas em casa de vegetacao por um periodo de dois meses. A seguir foram
submetidas a baixas temperaturas no interior de uma camara de crescimento com
controle de luminosidade e temperatura (ref. comercial S. S. Cientific), programada
para atingir as temperaturas de: 0; -1; -2; -3; -4; -5 e -6° C, permanecendo por uma

hora e retornando a temperatura ambiente (Figura 3.1).

ApOs a exposicdo as baixas temperaturas as plantas foram submetidas a
avaliacbes de fluorescéncia da clorofila e condutividade elétrica da solugdo de

seccOes foliares embebidas em agua deionizada, conforme descrito a seguir.

Fluorescéncia: As determinacdes de fluorescéncia foram feitas usando-se
um medidor de fluorescéncia (ref comercial Optiscience modelo OS5 ), conforme
Genty et al. (1989) e Bolhar-Nordenkampf; Oquist (1993). As leituras foram
efetuadas na epiderme adaxial de uma mesma folha totalmente expandida,
previamente marcada a fim de evitar tendenciosidade de leitura. As leituras foram
realizadas em duplicata, antes e apds o estresse por frio, em seis plantas. Foram
avaliados os parametros de fluorescéncia inicial (FO), maxima (Fm), variavel (Fv) e a

eficiéncia quantica do PS II (Fv/Fm).
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Condutividade elétrica: Apds serem submetidas as temperaturas baixas, as
folhas foram cortadas em pedacos de aproximadamente lcm?, totalizando dez
pedacos cada planta, e imersas em 20 mL de agua deionizada, sendo mantidas a

25°C por 24 horas, quando se realizou a leitura da condutividade elétrica em pScm™.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticbes. As andlises de varidncia foram realizadas
aplicando-se o teste F e quando detectada significancia, foi utilizado o teste de
Tukey a 5% para comparacdo de médias. As analises foram realizadas com o
software SISVAR.

3.3 RESULTADOS

A programacao para atingir as temperaturas minimas de: 0; -1; -2; -3; -4;-5e
-6° C, resultou em: 0,2; -0,9; -1,8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C, respectivamente (Figura
3.1), devido a variagfes internas do equipamento. Os aumentos e quedas bruscas
correspondem ao acionamento e desligamento da unidade de refrigeracdo da

camara ao longo da programacao.

Figura 3.1. Curvas de temperaturas correspondentes aos testes realizados na
camara de crescimento.
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Fonte: Elaboracéo do autor.
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Nas Figuras 3.2 e 3.3 se pode observar os efeitos dos tratamentos com
baixas temperaturas sobre os valores médios de Fv/Fm e condutividade elétrica,
respectivamente. Os valores de Fv/Fm (Figura 3.2) mostram que o Milheto e o Sorgo
foram os primeiros a sofrer reducdo, a partir da temperatura minima de -1,8°C. O
Mombagca apresentou queda linear nos valores a partir de -2,7°C. Sob a temperatura
de -4,1° a alfafa apresentou menor queda, com excecao do Tifton 85 que manteve
inalterado os valores de Fv/Fm. Aveia Preta e Marandu apresentam variabilidade
sob as temperaturas de -4,1°C e -4,6°C. A partir de -4,6°C todas apresentaram
queda na razdo Fv/Fm, exceto o Tifton 85 que exibiu uma ligeira reducéo a -6,2°C.
Em geral € possivel separar nas seguintes categorias: a) Milheto e Sorgo; b)

Mombaca; c) Marandu e Aveia; d) alfafa e e) Tifton 85.

Figura 3.2. Valores médios de eficiéncia quéantica do fotossistema Il (Fv/Fm) para
sete espécies forrageiras submetidas a diferentes temperaturas minimas
em ambiente controlado.
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Fonte: Elaboragao do autor.

Os valores de condutividade elétrica (Figura 3.3) mostram que até -1,8°C o
comportamento foi semelhante entre todas as espécies avaliadas, sem alteracdes
em relacao aos valores iniciais. A partir de -1,8°C houve alteracdes nos valores para
Milheto, Sorgo e Marandu. A partir de -2,7°C Aveia Preta, Alfafa e Mombaca
apresentaram pequenos aumentos no valor da condutividade elétrica. Observa-se
nitidamente que os tecidos de Aveia Preta e Alfafa mostraram valores mais baixos

gue os demais, sendo superado apenas pelo Tifton 85, que nao teve alteracao da
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condutividade elétrica. De acordo com esse método, é possivel separar quatro
grupos: a) Milheto, Sorgo e Marandu; c) Mombaca,; b) alfafa e Aveia Preta; d) Tifton
85.

Figura 3.3. Valores médios de condutividade elétrica (uS cm™) da solucdo de
embebicdo de seccdes de folhas de forrageiras submetidas a baixas
temperaturas em ambiente controlado.
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Fonte: Elaboracéo do autor.

Nos resultados de medicbes da fluorescéncia (Tabela 3.1) verificou-se
diferenca estatistica entre as temperaturas para cada espécie estudada. Observou-
se que os danos ao fotossistema Il (PSIl) comegcaram a partir da exposicdo a
temperatura minima de -1,8°C.

O Milheto foi o primeiro a sofrer queda brusca na fluorescéncia a essa
temperatura, embora sem diferir estatisticamente das temperaturas mais baixas,
mas a -4,1 °C o Milheto e o Sorgo foram afetados. A partir de -2,7°C todos tiveram
reducdo significativa na fluorescéncia, com excecao da Alfafa, que apresentou uma
pequena reducado e do Tifton 85 que ndo sofreu alteracédo. Para o Marandu, embora
tenha apresentado reducdo na relacdo Fv/IFm a partir de -2,7°C, ndo houve
diferenca significativa. Alfafa, Aveia Preta e Marandu mostraram reducdo somente a
-6,2 °C, indicando que os danos ocorreram a partir de -4,6°C. Somente o Tifton 85

nao teve sua fluorescéncia afetada na menor temperatura testada.
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Tabela 3.1. Eficiéncia quéantica do fotossistema PSIlI (Fluorescéncia - Fv/Fm) em
plantas forrageiras submetidas a baixas temperaturas (°C) em camara de
crescimento.

Tratamentos Espécies

Temperaturas Alfafa Aveia-preta Marandu Milheto Mombaca Sorgo  Tifton 85

0,2 0,799 a* 0,758 a 0,732a 0,750a 0,772a 0,738a 0,754a
-0,9 0,778a 0,755 a 0,784a 0,742a 0,764a 0,746a 0,734a
-1,8 0,767a 0,761 a 0,778a 0,741a 0,763a 0,747a 0,748a
-2,7 0,752a 0,741 a 0,759a 0,612ab 0,721a 0,690a 0,729a
-4,1 0,677a 0,477 ab 0,560a 0,404b 0,553ab 0,371b 0,734a
-4,6 0,628a 0,598 a 0,587a 0,155c¢c 0,338bc 0,150b 0,734a
-6,2 0,024b  0,272b 0,194b 0,056c 0,076c 0,139b 0,696a
CV% 20,1 27,4 27,81 25,6 29,4 27,4 6,0
DMS 0,23 0,31 0,32 0,23 0,30 0,25 0,08

*Médias seguidas de letras minusculas na coluna nédo diferem estaticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados da andlise estatistica de condutividade elétrica da solucdo de
embebicdo das folhas submetidas as diferentes temperaturas sao apresentados na
Tabela 3.2. Houve diferenca estatistica para as espécies estudadas em relacdo as
temperaturas minimas, com excec¢do da Tifton 85. Verificou-se também para todas
as espécies avaliadas valores elevados de coeficiente de variagdo, indicando grande
variabilidade nas respostas aos tratamentos.

Os menores valores iniciais de condutividade elétrica ocorreram nas espécies
de cultivo de inverno (alfafa, Aveia Preta e Tifton 85). A temperatura de -2,7 °C
houve um grande aumento na condutividade elétrica de Milheto, Marandu e Sorgo,
embora ainda ndo se verificassem diferencas significativas devido a alta
variabilidade. Sob a temperatura de -4,1°C os valores foram ainda maiores, com
excecdo do Tifton 85, que manteve valores baixos para todas as temperaturas
avaliadas. Depois do Tifton 85 a alfafa apresentou os menores valores de

condutividade elétrica em temperaturas inferiores a -2,7°C.
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Tabela 3.2. Condutividade elétrica (uS cm™) da solucdo de embebicéo de folhas de
forrageiras submetidas a baixas temperaturas (°C) em camara de

crescimento.

Tratamentos Espécies

Temperaturas  Alfafa  Aveia-preta Marandu Milheto Mombaca Sorgo  Tifton
85

Inicial 6,44 b* 6,24 b 24,08 c 25,11 c 12,30b 46,46 b 7,41a
0,2 13,23 b 7,84 Db 3297bc 12,86c 14,77b 23,44b 5,88a
-0,9 457 b 1159b  3429bc 18,35c¢c 19,38b 3568b 5,79a
-1,8 3,67b 7,27b 25,34 c 29,46 c 12,22b 34,67b 4,96a
-2,7 12,63 b 7,03 b 73,71 bc 126,51bc 21,18b 75,74b 4,74a
-4,1 37,76 ab 102,50a 149,60b 75,37bc 57,20b 266,38a 5,59a
-4,6 34,10ab 44,14 ab 137,41bc 200,31ab 80,62b 291,03a 7,98a
-6,2 55,68 a 92,03 a 292,28a 270,58a 329,58a 290,40a 6,76a
CV% 106,4 98,69 67,44 79,03 80,91 55,06 42,8
DMS 41,28 63,45 96,21 138,32 102,16 135,15 4,85

*Médias seguidas de letras minusculas na coluna ndo diferem estaticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.4 DISCUSSAO

A reducdo nos valores de fluorescéncia com a diminuicdo da temperatura,

observada nesse trabalho, demonstra que a planta foi afetada pelo resfriamento,

pois os fotossistemas sdo 0s primeiros sitios a serem afetados pelo dano do frio
(BERTAMINI, et al., 2007; CAVACO et al., 2003; KRATSCH; WISE, 2000). Greer

(1990) afirma ainda que o fotossitema Il (PSIl) € a parte mais vulneravel do aparato

fotossintético, com danos ao PSII sendo, frequentemente, a primeira resposta ao

estresse. Dessa forma, mesmo que se observe uma reducéo relativamente pequena

na variavel do rendimento quantico maximo (Fv/Fm), pode ocorrer a inibicdo do



53

transporte de elétrons fotossintético em algumas plantas sensiveis ao frio
(HENDRICKSON et al., 2004).

Outros autores, como Bertamini et al. (2007) analisando videiras, observaram
que apos exposicao ao frio, a eficiéncia fotoquimica maxima (Fv/Fm) reduziu em
plantas da cultivar sensivel ao frio, enquanto para outra mais tolerante ndo houve
nenhuma modificacdo da fluorescéncia. Tal alteracdo é um indicativo de que uma
importante parte do centro de reacao do PSII foi danificada. Uma reducéo similar na
atividade do PSII foi verificada também em plantas estressadas pelo frio por Sundar;
Ramachandra-Reddy (2001) em Guaiule, Lidon et al. (2001) em Trigo e Milho e

Jatimliansky et al. (2004) em capim Guatemala.

De acordo com Bertamini et al. (2007) as mudancas na atividade do
transporte de elétrons fotossintéticos podem ter sido causadas principalmente pelas
mudancas ou reorganizacdo dos componentes do tilacéide, como por exemplo a

perda nos polipeptideos das membranas.

Além disso, em plantas sensiveis as temperaturas baixas o estresse pelo frio
induz mudanca no estado da membrana, que resulta no aumento da lixiviagdo de
eletrélitos das folhas de milho (JATIMLIANSKY et al., 2004; SZALAI et al., 1996;
MARKOWSKI; SKRUDLIK, 1995). De acordo com Hasanuzzman et al. (2013),
devido ao estresse por baixa temperatura os acidos graxos se tornam insaturados e
a camada de lipideos e proteinas da membrana sofrem alteracdes na sua fluidez e
estrutura. A fase liquida é convertida a sélida, afetando o funcionamento celular e

aumentando a permeabilidade da membrana e a lixiviagao de ions.

Assim, pode se afirmar que o funcionamento da membrana também foi
alterado por baixas temperaturas, observando-se um aumento na lixiviacdo de
eletrolitos nas plantas estressadas pelo frio, indicando alterag6es na permeabilidade

das membranas, somente, para as espécies sensiveis ao frio.

Essa resposta das plantas foi verificada nesse trabalho pelo teste de
condutividade elétrica, que mede a lixiviagdo de eletrolitos na solugédo de embebicao
apos o dano por resfriamento. Ficou evidente a ocorréncia de maior valor para as
plantas com a diminuicdo da temperatura, indicando que a permeabilidade da

membrana foi afetada pelo tratamento de frio em plantas de milho (MARKOWSKI,;
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SKRUDLIK, 1995; KOSCIELNIAK; BIESAGA-KOSCIELNIAK, 1999; JATIMLIANSKY
et al., 2004).

Um aumento similar na lixiviacdo de eletrélitos apds o estresse por baixa
temperatura, indicando o mau funcionamento das membranas, também foi
observado em diferentes espécies e sob muitas condi¢cdes estressantes em videira
(BERTAMINI et al., 2007); em milho (KARIM et al., 1999); e em milho e capim
guatemala (JATIMLIANSKY et al., 2004).

Entretanto, Jatimliansky et al. (2004) verificaram em milho que o teste de
condutividade elétrica ndo foi um parametro suficientemente sensivel para encontrar
diferencas na susceptibilidade a injurias entre os gendtipos. Isso também foi
observado neste experimento para capim Mombaca, no qual a condutividade s6
mostrou inicio de dano a partir de -4,6°C, enquanto o PSII ja estava prejudicado a
partir de -2,7°C. Para as demais espécies o teste mostrou ser sensivel e possivel de
ser utilizado para indicar a tolerancia a baixas temperaturas. Ainda se destaca como
um método baseado em medidas objetivas utiliza pequenas quantidades de tecido e
é relativamente rapido e barato (MURRAY et al., 1989).

Em geral observou-se maior variabilidade nas medicdes de condutividade
(Figura 3.3) em relacéo aos valores Fv/Fm (Figura 3.2), explicada pelo fato deste ser
um método destrutivo, sujeito a variacbes decorrentes de ferimentos e pequenas
variagfes no tamanho dos discos de folhas. Entretanto, os dois métodos avaliados
apresentaram boa concordancia, indicando sua adequacao para selecionar materiais

guanto a tolerancia ao frio.

3.5 CONCLUSAO

Os métodos empregados revelaram-se adequados para avaliar tolerancia ao
frio em forrageiras. Houve concordéncia entre os dois métodos para as cultivares
avaliadas, com excecao do capim Mombaca, que mostrou inicio de danos a partir de
-2,7°C pela fluorescéncia da clorofila e -4,6°C pela condutividade elétrica. Para as
demais espécies, 0s danos iniciaram a partir das seguintes temperaturas: Milheto
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-1,8°C, Aveia e Sorgo -2,7°C, Marandu e alfafa -4,6°C e Tifton 85 sem danos até -
6,2°C.
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4 ATIVIDADE ENZIMATICA EM ESPECIES FORRAGEIRAS
SUBMETIDAS A BAIXAS TEMPERATURAS

RESUMO

Em situacbes de estresse, ha um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), danificando a célula e podendo causar sua morte. Com a fungéo
de proteger estruturas e o funcionamento celular dos efeitos prejudiciais das EROs,
as plantas ativam um complexo sistema antioxidante. Em espécies forrageiras sao
escassas as informacdes sobre a atividade enzimatica sob situacdes de estresse.
Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade enzimatica das forrageiras
expostas as temperaturas baixas, e contribuir para a caracterizagcdo dessas
espécies. As forrageiras: Alfafa (Medicago sativa), Sorgo (Sorghum bicolor), Aveia
Preta (Avena strigosa), Brachiaria brizantha cv. Marandu, Milheto (Pennisetum
glaucum), capim Mombaca (Panicum maximum) e Tifton 85 (Cynodon spp) foram
semeadas em vasos e conduzidas em casa de vegetacdo por um periodo de dois
meses, e expostas a baixas temperaturas em camara de crescimento de plantas
programada para atingir as minimas de: 0,2; -0,9; -1.8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C
durante uma hora. Apés os testes as folhas foram congeladas e os extratos brutos
das amostras foram submetidos as andlises de ascorbato peroxidase (APX),
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) por espectrofotometria. Utilizou-se
delineamento experimental inteiramente casualizado com seis repeticbes e sete
tratamentos (temperaturas) para cada espécie. As médias foram comparadas pelo
teste de Tukey a 5%. Para Marandu e Tifton a atividade da SOD aumentou nas
temperaturas de -2,7°C e -4,1°C, respectivamente, sugerindo que esta enzima teria
um papel importante na resposta ao estresse oxidativo nestas espécies. Em alfafa
nao teve diferenca na producdo das enzimas SOD e APX, e para CAT houve
diminuicdo da producdo dessa enzima com a reducdo da temperatura. Na Aveia e
no Sorgo constatou-se a APX como a principal protetora celular, com maior
producdo enzimatica nas temperaturas -4,1°C e -0,9°C, respectivamente. Em Milheto
houve diferenca na quantidade da CAT com a diminuicdo da temperatura, sendo que

a -2,7°C a planta teve um estimulo positivo na producdo desta enzima. Verificou-se
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uma acéo conjunta das enzimas CAT e SOD para defesa do capim Mombaca, que
tolerou o estresse até a temperatura de -2,7°C.

Palavras-chave: Ascorbato peroxidase. Catalase. Superdxido dismutase. Dano por

frio.

ABSTRACT

ENZYMATIC ACTIVITY IN FORAGE SPECIES SUBMITTED TO LOW
TEMPERATURES

In stress situations, there is an increase in the production of reactive oxygen species
(ROS), damaging the cell and possibly causing its death. With the function of
protecting structures and cellular functioning from the harmful effects of ROS, plants
activate a complex antioxidant system. In forage species, information on enzymatic
activity under stress is scarce. Thus, the objective of this work was to evaluate the
enzymatic activity of forages exposed to low temperatures, and contribute to the
characterization of these species. Plants of Alfalfa (Medicago sativa), Sorghum
(Sorghum bicolor), Black Oat (Avena strigosa), Brachiaria brizantha cv. Marandu,
Millet (Pennisetum glaucum), Mombasa grass (Panicum maximum) and Tifton 85
(Cynodon spp) were grown in pots and conducted in a greenhouse for a period of
two months. Following they were exposed to low temperatures within a plant growth
chamber programmed to reach the minimum of 0.2; -0.9; -1.8; -2.7; -4.1; -4.6 and
-6.2°C for one hour. After the tests, the leaves were frozen and the crude extracts of
the samples were analyzed by ascorbate peroxidase (APX), catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) by spectrophotometry. A completely randomized design
with six replicates and seven treatments (temperatures) for each species was used,
and the means were compared by the Tukey test at 5%. For Marandu and Tifton,
SOD activity increased at temperatures of -2.7°C and -4.1°C, respectively,
suggesting that this enzyme would play an important role in the response to oxidative
stress in these species. In alfalfa, there was no difference in the production of SOD

and APX enzymes, and for CAT the production of this enzyme decreased with the
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reduction of temperature. In Oat and Sorghum APX was the main cell protector, with
higher enzymatic production at temperatures -4.1°C and -0.9°C, respectively. In
Millet, there was a difference on the amount of CAT with temperature decrease, and
at -2.7°C the plant had a positive stimulus in the production of this enzyme. There
was a joint action of CAT and SOD enzymes for defense of the Mombasa grass,

which tolerated the stress until the temperature of -2.7°C.

Keywords: Ascorbate peroxidase. Catalase. Superoxide dismutase. Cold damage.

4.1 INTRODUCAO

As pastagens sdo as principais fontes de alimentos usadas para a producdo
do gado de corte no Parana, ocupando em torno de 23,7% do seu territério (CANTO
et al., 2010; LAABS, 2011). O baixo custo representado pelas forrageiras sob

pastejo, em relacdo a outras fontes de nutrientes, justifica esta ampla utilizacao.

O clima é o fator principal que determina a adaptacdo e o crescimento das
plantas forrageiras durante todo o ano (McCLOUD; BULA, 1985). O Parana esta
situado em regido de transicdo climéatica (clima subtropical alterando-se para
tropical), e apresenta condicoes de luminosidade, temperatura e precipitacdes
pluviométricas que permitem alta resposta na produtividade de forragem. Entretanto,
para algumas regifes, as condicbes climaticas na estacdo fria dificultam,
sobremodo, o desempenho dos animais, ja que as plantas forrageiras paralisam o
crescimento principalmente pelas baixas temperaturas e menor incidéncia de
radiacdo solar. A essas situacdes dificeis se somam as geadas no outono-inverno.
As geadas crestam a forragem disponivel e em consequéncia verifica-se perda de
peso nos animais (PEDRO JUNIOR et al., 1990; CANTO et al., 2010).

As respostas das espécies variam em relagéo a tolerancia as geadas. O trevo
branco, a leguminosa forrageira de producdo invernal mais usada para pastejo
direto, em associacdo com gramineas, nao tolera temperatura elevada, sendo,

entretanto, razoavelmente tolerante as geadas (BALL et al., 1996). Ferolla et al.
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(2007) e Flores et al. (2008) destacaram que a utilizacdo de forrageiras de estacao
fria como o Azevém, Aveia e o Centeio tém sido boa alternativa para os produtores
de leite por apresentarem boa qualidade e bom potencial de producdo de matéria
seca, além de amenizar os periodos de estiagem forrageira que ocorrem no outono
e inverno, sendo importantes para a alimentacdo de ruminantes durante esse
periodo nas regides de clima temperado do mundo inteiro. Botrel et al. (2002)
avaliaram 16 espécies de gramineas forrageiras no Vale do Paraiba (SP) e
destacaram Hemarthria altissima e Setaria anceps como tolerantes a geada. Assim,
torna-se necessario o conhecimento de espécies forrageiras que apresentem
tolerancia as geadas e que ndo tenham seu potencial produtivo comprometido por

esse fendbmeno natural.

A avaliacdo da sensibilidade das plantas através da sua exposicao as
temperaturas inferiores a 2°C, em ambiente controlado, pode ser procedimento
bastante eficiente na predicdo de tolerancia em funcdo de assegurar
homogeneidade dos niveis de frio. Como forma de avaliar os danos causados as
plantas pelo estresse das temperaturas baixas, na maioria dos trabalhos comumente
se realizam avaliacGes visuais, morfolégicas, analises fisioldgicas de crescimento,
trocas gasosas e fluorescéncia, como Siebeneichler et al. (1998) em feijao, Simioni
et al. (1999) em Leucaena, Ramalho et al. (2000) em café, Bresolin et al. (2008) em
amendoim forrageiro e Dalmago et al. (2010) em canola.

Além dessas metodologias, analises bioquimicas também podem apresentar
bons resultados, como observado por Cerqueira (2011) em videira e Floriani et al.
(2011) em eucalipto, que avaliaram a atividade das enzimas ascorbato peroxidase e

superoéxido dismutase.

A acédo da enzima peroxidase em plantas constitui prote¢do oxidativa. A
atividade dessa enzima pode aumentar em plantas submetidas a estresse, e as
vezes, € a primeira enzima a ter atividade alterada (SIEGEL, 1993). Isso porque, em
resposta ao estresse as plantas podem acumular espécies reativas de oxigénio
(EROs) que afetam o metabolismo celular através da oxidacdo de membranas
lipidicas, proteinas e acidos nucléicos, além de inibir processos fisiolégicos como
fotossintese e respiracdo (SCANDALIOS, 2005; SOARES; MACHADO, 2007).
Enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato
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peroxidase (APX), além de compostos nao-enzimaticos, compdem sistemas
antioxidantes efetivos na protecdo contra o estresse oxidativo (PERL-TREVES;
PERL, 2002).

O objetivo desse trabalho foi avaliar o ponto inicial de danos por temperaturas
negativas em forrageiras, com base na medicdo da atividade das enzimas catalase,

ascorbato peroxidase e superoxido dismutase.

4.2 MATERIAL E METODOS

As espécies forrageiras de interesse econ6mico Panicum maximum (cv
Mombaca); Brachiaria brizantha (cv Marandu) Pennisetum glaucum (Milheto),
Sorghum bicolor (Sorgo), Avena strigosa (Aveia Preta) e Medicago sativa (Alfafa)
foram semeadas em vasos. Cynodon spp (cv Tifton 85) foi plantada por mudas de
aproximadamente 20 cm por ser material estéril. As plantas foram conduzidas em
casa de vegetacdo por um periodo de dois meses, e submetidas as baixas
temperaturas de: 0,2; -0,9; -1.8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C em camara de crescimento
de plantas, com condi¢cdes de iluminagdo e temperatura controladas, localizada no
Laboratério de Simulacdo de Ambientes, do setor de Ecofisiologia, do Instituto

Agronémico do Parana — IAPAR.

O trabalho foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado com seis repeticdes. Apds 0 estresse por baixas temperaturas, foram
retiradas amostras de folhas, as quais foram armazenadas em sacos de papel em

freezer a temperatura de -80°C.

Para obtencéo dos extratos brutos das amostras pesou-se 0,250 g de tecido
foliar, o qual foi macerado em 5 mL tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), PVP
4% (p/v), previamente resfriado a 4°C. Centrifugou-se por 10 min a 4°C na
aceleracéo de 785,4 rad s*, e o sobrenadante foi transferido para microtubos de 2

mL, mantidos em freezer a -14°C até o momento das analises.

Os extratos brutos foram submetidos a quantificacdo de proteina total,

realizada pelo método Bradford (1976), o qual € baseado na mudanca da coloracéao



64

do reagente Coomassie Brilliant Blue G-250 quando ligado a proteina. Para tanto foi
realizada a curva de calibrag&o, utilizando albumina de soro bovino (BSA 0 — 15 ug.

uL™).

Na a preparacdo do reagente de Bradford, dissolveu-se 100 mg de
Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 mL de etanol 95 % e, em seguida, adicionou-
se 100 mL de &cido fosférico 85 %, completando-se o volume para 1000 mL de
agua ultrapura, a solucéo foi mantida a 4 °C em geladeira. A BSA foi solubilizada
em 100 mL de agua ultrapura. Preparou-se oito solucbes padrdo com
concentracfes entre 0 e 60 mg, agitou-se a amostra e entéo feita a leitura a 595 nm

em espectrofotémetro.

A determinacdo do teor total proteina foi realizada em triplicata, e a
quantidade de extrato variou com a espécie, para que o Vvalor lido no
espectrofotometro se mantivesse dentro da curva padréo estabelecida anteriormente
(Tabela 1). A concentracdo de proteina total foi calculada pela comparacdo das
leituras dos extratos com as obtidas na curva padrdo, e expressa em mg de

proteina/g de matéria fresca.

Tabela 4.1. Volume do extrato enzimatico, agua destilada e da solucdo reagente Bradford

utilizados na determinac¢ao do teor de proteinas sollveis.

Espécie Agua destilada (uL) Extrato foliar (uL) Soluc&o Bradford (mL)

Alfafa 570 30 2,4
Aveia 570 30 2,4
Braquiaria 450 150 2,4
Milheto 450 150 2,4
Mombaca 450 150 2,4
Sorgo 510 90 2,4

Tifton 540 30 2,4
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Foram realizadas as seguintes analises:

4.2.1 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada através do consumo de H,0O,
monitorado por espectrofotometria a 240 nm, considerando o coeficiente de extingéao
molar do H,O, de 36,0 M*.cm™ (PEIXOTO et al., 1999). A solucdo de reacdo
consiste em tampéo fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0) e H,O, 15 mM. O ensaio
iniciou-se com a adicdo de 200 yL do extrato enzimatico diluido, em cubeta de
quartzo de 3 mL. Realizando-se a leitura em 240 nm imediatamente apds a adicao
do extrato, a cada 30 segundos por 4 minutos de reacdo. A diferenca na
absorbancia (AA240) foi multiplicada pelo coeficiente de extingdo molar do H,0, e a
atividade da enzima expressa em milimol de H;O, consumido por minuto por

miligrama de proteina (mmol H,O,. min™* mg proteina™).

4.2.2 Atividade da ascorbato peroxidase (APX)

A enzima ascorbato peroxidase catalisa a reducao de H,O, a H,O através da
oxidagdo do ascorbato. A atividade de APX foi determinada seguindo metodologia
descrita por (PEIXOTO et al.,, 1999), com algumas modificacbes. A solugcdo de
reacao consiste em tampao fosfato de potassio 50 mM (pH 7), H,O, 1mM, ascorbato
0,5 mM e extrato enzimatico. O ensaio iniciou-se com a adi¢ao de 200 pL do extrato
enzimatico diluido, em cubeta de quartzo de 3 mL. Realizando-se a leitura em 290
nm imediatamente apos a adicdo do extrato, a cada 15 segundos por 2 minutos de
reacao. A atividade da enzima foi calculada usando coeficiente de extingdo molar de
2,8 mMt.cm™. Os valores expressos em unidades de atividade por minuto por
miligrama de matéria fresca (MF) (UA.mint.mg MF™), sendo uma unidade de
atividade representada pela quantidade de enzima que catalisa a oxidacdo de um

micromol de ascorbato.
4.2.3 Atividade da superoxido dismutase (SOD)
A atividade de superoxido dismutase foi medida através da habilidade da

enzima em inibir a redugéo fotoquimica do NBT (Nitroblue tetrazolium), que leva a

formacéo de um precipitado de cor azul denominado formazana. Em tubos de ensaio
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cobertos com papel aluminio foram adicionados 2,8ml da solugdo de reacéo
(composta por tampéo fosfato de sodio 50 mM (pH 7,8), EDTA 0,1 mM e metionina
13 mM, NBT 75 uM e riboflavina 2 yM), e 200 pL do extrato enzimatico ou tampao
de extracdo (para os brancos) (DEL LONGO et al., 1993). Os tubos foram
descobertos (exceto o branco do escuro) e transferidos a uma camara com
iluminacdo de lampadas fluorescentes ref. Comercial Osran Duluxstar de 15W/865,
110-130V e 246 mA. Ap6s 5 min de iluminacéo, a reacéao foi finalizada ao apagar as
lampadas e as amostras foram lidas em espectrofotbmetro a 560 nm
(GIANNOPOLITIS; RIES, 1977).

O branco do claro, que consiste em tampdo de ensaio sem 0 extrato
enzimatico submetido a iluminacéo, indica 100% da formacédo da formazana, pela
completa fotorreducdo do NBT pelo superéxido. Os valores foram expressos em
unidade de atividade por minuto por miligrama de proteina (UA.min*.mg proteina™),
sendo que uma unidade de atividade corresponde a 50% da inibicdo da reducao do
NBT.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e a comparacéao de
médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5%, separadamente para cada espécie,

utilizando o software SISVAR.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos sdo apresentados nas Tabelas 4.1 a 4.4. As respostas
das espécies avaliadas foram distintas e serdo apresentadas e discutidas

individualmente.
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Tabela 4.2. Teor de proteina (mg proteina g* de matéria fresca) de plantas de

espécies forrageiras submetidas a baixas temperaturas.

Temperatura (°C) cv

Espécies (%)

0,2 -0,9 -1,8 -2,7 -4,1 -4,6 -6,2

Alfafa 2,667c* 2532c 2992bc 4,487ab 4945a 5385a 5,732a 159
Aveia 3,545 a 3,625a 3,165a 3555a 3,6097a 3,112a 3,727a 24,8
Marandu 1,435ab 1,497a 149 a 1,235ab 1,055b 1,327ab 1,262ab 12,7
Milheto 1,532 a 1,270a 1,431a 1,370a 1,451a 1,244a 1,235a 304

1,052
Mombaca 0,955abc 0,892bc 0,660c 1,040 abc 1,315 ab b 1,450a 21,4
abc

Sorgo 1,282ab 1,147b 1,187ab 1,855a 1,207ab 1,115b 1,225ab 23,2

1,575
Tifton 1,687 abc 1,577 abc 1,160 bc 2,310ab 0,775c b 2,665a 31,2
abc

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 4.3. Atividade da enzima catalase (mmol H,O, min™ mg proteina™) de plantas
de espécies forrageiras submetidas ao estresse por baixas temperaturas.

Temperatura °C cV

Espécies (%)

0,2 -0,9 -1,8 -2,7 -4,1 -4,6 -6,2

Alfafa 0,050 a* 0,040 ab 0,021 ab 0,015b 0,027ab 0,016b 0,011b 49,4
Aveia 0,070a 0,062a 0,068a 0,063a 0,055a 0,063a 0,047a 24,9
Marandu 0,035ab 0,029 ab 0,020b 0,024ab 0,041a 0,021ab 0,036ab 29,4
Milheto 0,016 bc 0,025ab 0,012c¢c 0,036a 0,025ab 0,006c 0,005c 29,9
Mombaca 0,018a 0,016a 0,021a 0,021a 0,033a 0,018a 0,018a 50,3
Sorgo  0,027a 0,030a 0,013ab 0,018 ab 0,019ab 0,007b 0,007b 50,2

Tifton 85 0,048 a 0,025ab 0,025ab 0,021b 0,021b 0,007b 0,009b 51,0

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 4.4. Atividade da enzima ascorbato peroxidase (UA min™® mg MFY) de
plantas de espécies forrageiras submetidas ao estresse por baixas
temperaturas.

Temperatura °C
Espécies CV (%)
0,2 -0,9 -1,8 -2,7 -4,1 -4,6 -6,2

Alfafa  0,745a* 0,502ab 0,360b 0,590ab 0,680ab 0,710a 0,577ab 25,6
Aveia 0,777a 0,595ab 0,365b 0,535ab 0,830a 0,537 ab 0,552ab 29,4
Marandu 1,192a 0,990 ab 0,707 bc 0,670 bc 0,372c 0,472c 0,422c 26,0
Milheto 0,587 b 0,435ab 0,357b 0,352b 0,357b 0,330b 0,280 b 23,6
Mombaca 1,112ab 1,442a 1510a 1,017ab 0,550b 0,575b 0,552Db 34,3
Sorgo 0,680a 0,550ab 0,337b 0,312b 0,310b 0,295b 0,325b 33,9

Tifton 0,630a 0,427ab 0,310b 0,425ab 0,332b 0,372ab 0,270b 28,8

*Médias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade
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Tabela 4.5. Atividade da enzima superéxido dismutase (UA min™ mg proteina™) de
plantas de espécies forrageiras submetidas ao estresse por baixas

temperaturas.

Temperatura °C cV
Espécies

0.2 0.9 18 27 a1 46 62 ()

Alfafa 15,39 a* 1347a 13,72a 10,58a 1292a 11,50a 13,18a 47,1
Aveia 22,66a 32,75a 37,30a 30,27a 38,22a 22,32a 28,08a 40,5

58,32

Marandu 96,14 ab 62,91 ab 52,16 bc 107,82a 30,61c abe

32,76c¢c 349

Milheto 26,83a 53,30a 70,4l1a 54,60a 46,16 a 28,19a 61,89a 44,0
Mombaga 9,28d 122,67 bc 240,21 a 165,79 ab 59,29 cd 55,50cd 39,87 cd 39,8
Sorgo 88,12ab 42,00b 125,02 a 39,82b 48,86b 71,04ab 70,08 ab 46,3

Tifton 60,33 ab 59,65ab 62,38ab 46,14ab 102,37a 56,36 ab 30,44b 485

*Médias seguidas de mesma letra na linha néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade

4.3.1 Alfafa

Na alfafa houve aumento no teor de proteina com a diminuicdo da
temperatura (Tabela 4.1), mostrando ser esse um mecanismo de tolerancia ao frio
para esta espécie (GUY, 1990), pois ao aumentar o teor de proteina das células, o
potencial osmotico do citoplasma aumenta, diminuindo a temperatura de
congelamento e protegendo a mesma contra os efeitos danosos do frio (TAIZ;
ZEIGER, 2006).

Pode-se observar que para a atividade da catalase houve diferencga estatistica
entre as temperaturas testadas, apresentando uma diminuicdo da atividade
enzimatica com a baixa da temperatura, indicando que a planta sofreu um estresse
(Tabela 4.2). De acordo com Dat et al. (2000) apesar da catalase estar envolvida na
eliminacdo do H,O,, seu acumulo é continuo, e assim a quantidade da enzima pode

ser rapidamente diminuida em qualquer condicdo de estresse.
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Resultados diferentes foram observados por Gerloff et al. (1967), que
obtiveram aumento na atividade da catalase das plantas de alfafa submetidas as

baixas temperaturas.

Para ascorbato peroxidase houve um aumento da atividade enzimatica com a
diminuicdo da temperatura (Tabela 4.3). Esse aumento evita que o H,O, se acumule
causando danos celulares, sugerindo que essa enzima teria um importante papel na

resposta ao estresse oxidativo resultante da diminuicdo da temperatura.

N&do foram observadas diferencas significativas para a atividade da SOD
(Tabela 4.4), indicando que a atividade dessa enzima nao foi inibida pela baixa
temperatura (BOWLER et al, 1992).

Em estudos com Alfafa, Krasnuk et al. (1976) observaram que sob
temperaturas baixas had aumento na atividade de enzimas, paralelamente ao
aumento no contetdo de proteina sollvel, sugerindo que o aumento na atividade
pode ser resultado do aumento na quantidade da enzima. Guy (1990) afirma que
essa reacdo pode ser parte do ajuste do metabolismo para as restricbes cinéticas

impostas pela baixa temperatura.

Assim, o ponto inicial de danos verificado em Alfafa foi a partir da temperatura

-4,6°C quando as plantas comecgaram a ser danificadas pela exposi¢do ao frio.

4.3.2 Aveia

A Aveia ndo apresentou diferencas estatisticas significativas em relacdo ao
teor de proteina sollvel, atividade da catalase e da superdxido dismutase (Tabelas
4.1,4.2 e 4.4).

Observou-se que a enzima que atuou como mecanismo de protecao contra 0s
danos causados pelo frio foi a ascorbato peroxidase (Tabela 4.3), porém nao houve
mais producdo enzimatica apos a temperatura de -4,1°C, provavelmente pela
ruptura das membranas celulares ou devido a morte da planta. Esses resultados

concordam com MacRae; Ferguson (1985) que observaram a via do ascorbato
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peroxidase como um sistema enzimatico alternativo para prevenir o acimulo do
HZOZ.

Assim, na Aveia o ponto inicial dos danos foi na temperatura de -4,1°C, a

partir da qual as plantas comecaram a apresentar danos nas células.

4 3.3 Marandu

A cultivar Marandu ndo apresentou diferenca no teor de proteinas solaveis
com a diminuicdo da temperatura (Tabela 4.3), exibindo uma pequena alteracado nos
niveis de atividade da catalase a -4,1°C, a qual demostrou ser muito baixa,
indicando que nessa espécie esta enzima nao promoveu protecao contra o estresse

do frio.

A enzima ascorbato peroxidase foi produzida a partir de 0,2°C, tendo um
decréscimo nas temperaturas inferiores, indicando uma possivel alteracdo da
membrana celular da planta por danos decorrentes do congelamento dos liquidos
presentes nos espacos intercelulares, consequentemente levando a ruptura de
membranas por compressdo, e assim inibindo a producdo da enzima (TAIZ;
ZEIGER, 2006). As plantas de Marandu sofreram um estresse maior na temperatura
-2,7°C, proporcionando um aumento significativo da atividade SOD, sendo reduzida
na temperatura -4,1°C.

Portanto, observou-se que para Marandu o ponto inicial dos danos foi a partir
de -2,7°C, sendo que nessa temperatura as plantas ja estdo apresentando os sinais

do estresse oxidativo causado pela baixa temperatura.

4.3.4 Milheto

Em Milheto pode-se observar que ndo houve diferenca significativa nos
valores de proteinas soluveis (Taleva 4.1) e na atividade da enzima superéxido
dismutase para as temperaturas testadas (Tabela 4.4).
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Em relacdo a catalase verifica-se que houve um aumento na atividade da
enzima na temperatura de -2,7°C, apresentando entdo uma queda continua com a
diminuicdo da temperatura e aumento do estresse (Tabela 4.2). Com relacdo a
enzima ascorbato peroxidase (Tabela 4.4), verificou-se diminuicdo de sua atividade
a partir de -0,9°C, ndo atuando assim na eliminacdo dos radicais livres,
principalmente H,O, (GUY, 1990).

De acordo com Omran (1980) uma queda na producdo da catalase, com a
atividade da ascorbato peroxidase ndo modificada pode levar a um aumento no
acumulo de H,0,, j& que ndo houve aumento na atividade da ascorbato peroxidase
para compensar a lenta remocdo de H,O, pela catalase. Esse autor também

observou esse fenbmeno em plantulas de abdbora, expostas ao estresse por frio.

Dessa forma, em Milheto o ponto inicial de danos verificado foi a partir da
temperatura -2,7°C quando as plantas comecaram a ser danificadas pela exposicéo

ao frio.

4.3.5 Mombaca

O capim Mombaca apresentou aumento no teor de proteina com a diminui¢ao
da temperatura (Tabela 4.1). Assim, para essa espécie pode-se afirmar que esse é
um dos mecanismos de tolerancia ao frio, pois com o aumento do teor de proteinas
ocorre também aumento no potencial osmético da célula e diminuicdo do ponto de
congelamento (GUY, 1990).

A atividade da enzima catalase ndo apresentou diferenca estatistica entre as
temperaturas, mostrando que essa enzima nao tem grande atuacdo na prevencgao

do estresse oxidativo causado pelo frio em plantas de capim Mombaca (Tabela 4.2).

J4 as atividades da ascorbato peroxidase (Tabela 4.3) e da superdxido
dismutase (Tabela 4.4) foram estimuladas nas condicbes de estresse até a
temperatura de -1,8°C, indicando uma acdo de associacdo dessas enzimas para

defesa da planta. Sob a temperatura de -4,1°C houve diminui¢cdo da atividade.
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A superéxido dismutase (SOD) é responsavel por catalisar a dismutagéo do
O, a oxigénio com a formacao de H,O,, sendo que o aumento na atividade dessa
enzima esta geralmente relacionado com elevados niveis de radicais livres
(BLOKHINA et al., 2003, GRATAO et al., 2005). Para a SOD houve uma alta
producdo de enzima na temperatura -1,8°C (Tabela 4.4), apontando que essa
enzima foi eficaz para prote¢cdo da planta contra o acimulo de EROs a baixas
temperaturas. Asada (1997) também destacou a ocorréncia de aumento na
producdo de EROs em plantas submetidas a estresse por baixa temperatura, para

reducdo da formacgéo de H,0..

Com base nos resultados apresentados acima, verificou-se no presente
trabalho que o ponto inicial de danos nas plantas de capim Mombaca ocorreu na
temperatura de -2,7°C.

4.3.6 Sorgo

No teor de proteinas sollveis destacam-se 0s maiores valores para a
temperatura de -2,7°C, diminuindo sua producéo a partir desse ponto (Tabela 4.1).
As enzimas catalase (Tabela 4.2) e ascorbato peroxidase (Tabela 4.3) tiveram
diminuicdo na sua atividade com a queda da temperatura, indicando que elas néo
atuam protegendo o Sorgo contra 0 estresse oxidativo causado pelas baixas

temperaturas, ocorrendo, portanto, o acumulo de EROs.

Notou-se um aumento da atividade da SOD na temperatura -1,8°C (Tabela
4.4), sendo que apoOs essa temperatura a planta provavelmente sofreu ruptura da
membrana celular pelo congelamento dos liquidos presentes nos espacos
intercelulares, e assim houve inibicdo na produgédo das enzimas (TAIZ; ZEIGER,
2006).

Dessa forma, para o Sorgo o ponto inicial de danos foi a partir da temperatura

-1,8°C, quando as plantas comecaram a ser danificadas pela exposic¢éo ao frio.
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4.3.7 Tifton 85

O teor de proteina foi maior na temperatura de -6,2°C (Tabela 4.1), mostrando
que essa espécie consegue tolerar temperaturas baixas sem afetar o funcionamento
normal da célula, jA que somente uma célula sem danos seria capaz de sintetizar
proteinas (TAIZ; ZEIGER, 2006).

As atividades das enzimas catalase (Tabela 4.2) e ascorbato peroxidase
(Tabela 4.3) foram maiores na temperatura 0,2°C, sendo aos poucos inibidas com o
aumento do estresse pelo frio. A reducédo na atividade da catalase causada pelo
efeito da baixa temperatura também foi observada por varios autores em diferentes
espécies, conforme relataram (FEIERABEND et al., 1992; ZHOU et al., 2007,
BAFEEL; IBRAHIM, 2008) em pepino, alfafa, tomate, maracuja, centeio e ervilha, Nir
et al. (1986) em videira e (FEIERABEND et al., (1992) e LEIPNER (1998) em milho.
Ja a atividade da superéxido dismutase aumentou na temperatura -4,1°C, sugerindo
gue essa enzima teria um papel importante na resposta ao estresse oxidativo nessa

espécie.

Assim, para Tifton 85 ndo foram detectados danos até a temperatura de
-6,2°C.

4.4 CONCLUSOES

A metodologia utilizada mostrou-se adequada para avaliacbes quantitativas
de tolerancia a baixas temperaturas em forrageiras. O estresse por baixas
temperaturas tem um ponto inicial diferente para cada espécie, sendo que se

observa um estimulo distinto na producdo de enzimas antioxidantes.

O ponto inicial de danos verificado por forrageira foi o seguinte: alfafa -4,6°C;
Aveia -4,1°C; Marandu, Milheto e capim Mombagca -2,7°C; Sorgo -1,8°C e Tifton 85

sem danos até -6,2°C.
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5 ANALISE COMPARATIVA DA ANATOMIA FOLIAR DE
FORRAGEIRAS SUBMETIDAS A BAIXAS TEMPERATURAS

RESUMO

As geadas causam danos frequentes as pastagens e limitam o forrageamento
continuo em condi¢cdes de campo em muitas regides. HA necessidade de avaliar
meétodos quantitativos de danos por baixas temperaturas em espécies forrageiras, a
fim de detectar as temperaturas criticas que levam a morte das plantas. Cortes
histolégicos de tecidos de plantas apdés submissdo ao frio podem fornecer
informagdes importantes para confirmar as temperaturas em que se iniciam danos
nos tecidos. Assim, o objetivo desse trabalho foi analisar alteragcdes morfolégicas e
anatbmicas que possam ser observadas nas folhas de forrageiras submetidas a
temperaturas baixas em ambiente controlado. As espécies avaliadas foram: Alfafa
(Medicago sativa), Sorgo (Sorghum bicolor), Aveia Preta (Avena strigosa), Brachiaria
brizantha cv. Marandu, Milheto (Pennisetum glaucum), capim Mombaga (Panicum
maximum) e Tifton 85 (Cynodon spp). As plantas foram conduzidas em vasos em
casa de vegetacdo por um periodo de dois meses, e a seguir expostas em camara
de crescimento as temperaturas minimas de: 0,2; -0,9; -1.8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C
durante uma hora. Apds os testes de frio foram retiradas amostras de tecido foliar
para verificar a espessura da epiderme adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima palicadico e lacunoso e espessura total da folha. Os resultados obtidos
indicaram que ha alteracdo nas estruturas foliares a partir do inicio dos danos por
frio, fornecendo importantes subsidios para identificar a tolerancia das espécies

forrageiras.

Palavras Chave: Histologia. Tecidos foliares. Congelamento. Danos por frio.
Pastagem.
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ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF FOLIAR ANATOMY OF FORAGES
SUBMITTED TO LOW TEMPERATURE

Frosts cause frequent damage to pastures and limit continuous foraging under field
conditions in many regions. There is a need to evaluate methods and quantitative
criteria for low temperature damage in forage species in order to detect the critical
temperatures that lead to the death of the plants. Histological sections of plant
tissues after cold submission can provide important information to confirm the
temperatures at which tissue death begins. Thus, the objective of this work was to
analyze morphological and anatomical alterations that may occur in forage leaves
submitted to low temperatures in a controlled environment. The evaluated species
were: Alfafa (Medicago sativa), Sorghum (Sorghum bicolor), Black Oat (Avena
strigosa), Brachiaria brizantha cv. Marandu, Millet (Pennisetum glaucum), Mombaca
grass (Panicum maximum) and Tifton 85 (Cynodon spp). The plants were grown in
pots in a greenhouse, for a period of two months and then exposed in a growth
chamber to minimum temperatures of: 0.2; -0.9; -1.8; -2.7; -4.1; -4.6 and -6.2 °C for
one hour. After the cold tests, leaf tissue samples were taken to verify the thickness
of the adaxial and abaxial epidermis, buliform cells, palisade and lacunaceous
parenchyma and total leaf thickness. The results indicated that there are changes in
the structures from the beginning of the cold damages, providing important subsidies

to identify cold tolerance of the forage species.

KeyWords: Histological sections. Histology. Leaf tissues. Freezing. Cold damage.

Pasture.

5.1 INTRODUCAO

A temperatura € um fator condicionante para a ocorréncia e/ou sobrevivéncia

das diferentes espécies em cada regido (ALCANTARA, 1993). Sob o ponto de vista
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genético, existem grandes diferencas na suscetibilidade ao frio. Espécies que néo
sdo adaptadas a climas frios ndo possuem estratégias de aclimatacdo, tornando-se
muito vulneraveis. Por outro lado, espécies cultivadas em ambientes de inverno
severo desenvolveram mecanismos de adaptacdo e sobrevivéncia e se tornaram
mais tolerantes ao frio.

Os mecanismos de dano por baixa temperatura em espécies mais sensiveis
ao frio envolvem inicialmente o congelamento dos espacos intercelulares, seguido
de retirada da agua das células devido ao gradiente de pressdo. O movimento de
agua do citoplasma através da membrana plasmética, para parede celular provoca o
crescimento dos cristais de gelo no espaco intercelular (TAIZ; ZEIGER, 2009). O
processo de desidratacdo e desestruturacdo das células causa a perda de

turgescéncia, com consequente diminuicdo na espessura dos tecidos.

O congelamento requer a presenca de pontos de nucleacdo para dar inicio a
formacdo dos cristais de gelo. Plantas com capacidade de aclimatacdo ao frio
desenvolvem mecanismos de aumento da tolerancia e de recuperacao ap6s o dano,
mesmo com morte parcial dos tecidos (LIVINGSTON lII, 2005; LIVINGSTON III et
al., 2007; GOFFINET, 2004). Os danos podem ocorrer de forma irregular e em
diferentes intensidades nos tecidos da planta, como demonstraram Livingston Ill et
al. (2005) em meristemas apicais de Aveia, que sdo mais tolerantes que outros
tecidos da parte aérea, devido a descontinuidade dos pontos extremos de

crescimento.

Dessa forma a avaliacdo de estruturas foliares submetidas a baixas
temperaturas pode contribuir em processos de selecdo de espécies e manejo para
suportar ambientes térmicos mais extremos. A histologia possibilita visualizar os
danos provocados pelo frio nas estruturas morfolégicas e anatbmicas da planta.
Esse conhecimento é fundamental, tanto para determinar de forma inequivoca quais
estruturas foram afetadas e os mecanismos de morte, como também definir
estratégias de melhoramento visando aumentar a tolerancia ao frio em espécies
tolerantes (LIVINGSTON llI et al., 2007).

O objetivo do presente estudo foi analisar alteracbes morfolégicas e
anatomicas que podem ocorrer nas folhas de forrageiras submetidas a temperaturas

baixas em ambiente controlado.
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5.2 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzindo na fazenda experimental do Instituto Agrondmico do
Parana (IAPAR), em Londrina, PR. Foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado com seis repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pelas espécies
de forrageiras: Mombaca (Panicum maximum); Marandu (Brachiaria brizantha),
Tifton 85 (Cynodon spp), Milheto (Pennisetum glaucum), Sorgo (Sorghum bicolor),
Aveia Preta (Avena strigosa) e Alfafa (Medicago sativa). O Tifton 85 foi propagado
com mudas de aproximadamente 20 cm e as demais espécies por semeadura, em
vasos com volume de 1000 ml contendo substrato de duas partes de solo, uma parte
de esterco de curral curtido e 1 kg de NPK 4-30-10 por metro cubico. As plantas
foram conduzidas em casa de vegetacao por um periodo de dois meses. A seguir,
foram transferidas para uma camara de crescimento de plantas com condicfes de
temperatura e luminosidade controladas, onde foram submetidas as temperaturas
de: 0,2; -0,9; -1,8; -2,7; -4,1; -4,6 e -6,2°C, permanecendo por uma hora e retornando
a temperatura ambiente.

ApoOs a realizacdo dos tratamentos as plantas foram aclimatadas e retiradas
amostras de tecido foliar, compostos por seccfes transversais de aproximadamente
10 mm. O material vegetal foi fixado em FAA 50% (formol, acido acético e agua)
(JOHANSEN, 1940). Amostras foliares foram desidratadas em série etilica, incluidas
em hidroxi-etil-metacrilato (ref. Comercial Leica Historesin) e os blocos obtidos foram
seccionados com 8-10 micrébmetros de espessura em micrétomo rotativo. O material
foi corado com azul de toluidina 0,05% em tampéao fosfato e acido citrico pH 4,5
(SAKAI, 1973) e as laminas montadas em resina sintética “Entellan”. A biometria foi
realizada para espessura da epiderme adaxial e abaxial, célula buliforme
parénquima palicadico e lacunoso e espessura total da folha utilizando o software
Image J (https://imagej.nih.gov/ij/index.html). Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e comparacao de médias por meio do teste de Tukey a 5% de

probabilidade, utilizando o software SISVAR.
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5.3 RESULTADOS

De acordo com os dados obtidos, quanto menor a temperatura pode ser
observada estatisticamente que as espessuras dos tecidos analisados tendem a
diminuir e por vezes estes sao danificados pelo estresse intenso (Tabelas 5.1 a 5.7,
Figuras 5.1 a 5.3).

Para Alfafa houve reducéo na espessura das estruturas analisadas (epiderme
adaxial e abaxial, parénquima palicadico e lacunoso e espessura total da folha) em
quase todos os tratamentos, com excecéo do tratamento -4,6°C, em que ocorreu um
aumento repentino significativo na espessura do parénquima palicadico, e também
da epiderme adaxial (Tabela 5.1, Figura 5.1).

Tabela 5.1. Espessura média para as epidermes adaxial e abaxial, parénquima
lacunoso e palicadico e espessura total das folhas de Alfafa submetidas as

temperaturas de 0,2; -4,1; -4,6 e -6,2 °C durante uma hora.

Epiderme Epiderme  Parénquima Parénquima

Tem?%r;a tura Adaxial Abaxial Lacunoso Palicadico Ei?;s(i;?
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)

0,2 18,48 a 18,41 a 50,18 a 58,21 a 140,08 a

-4,1 14,83 b 15,67 b 41,04 b 38,37 ¢ 108,74 c

-4,6 16,73 ab 15,15 b 43,33 b 46,50 b 121,06 b

-6,2 16,34 b 14,85 b 41,93 b 39,88 ¢ 108,35¢c

CV (%) 21,15 26,22 17,90 17,44 10,78
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Figura 5.1. Seccles transversais de amostras foliares de Alfafa submetidas a
tratamentos de temperaturas baixas em ambiente controlado: A, 0,2°C;
B, -4,1°C; C, -4,6°C; D, -6,2°C. e= estdmato; ep =epiderme; fv = feixe
vascular; pl = parénquima lacunoso; pp = parénquima pali¢adico.

Fonte: Elaboracdo do autor.

Em Milheto, Sorgo e Marandu foi observado redugédo na espessura total da
folha. Contudo, em determinados tratamentos e espécies houve 0 aumento
significativo da espessura de algumas estruturas. Em Milheto submetido ao
tratamento de -4,1°C ocorreu 0 aumento na epiderme adaxial e abaxial, e também

no parénquima radiado (Tabela 5.2, Figura 5.2).

Para o Sorgo, no tratamento -4,1°C houve um aumento das células buliformes
e do parénquima radiado em relacdo ao tratamento -2,7°C (Tabela 5.3, Figura 5.2).
No tratamento -4,1° é possivel observar o tecido em degradacéo devido ao estresse

provocado por temperatura baixa (Tabela 5.3, Figura 5.2, F).

Na folha de Marandu houve diminuicdo em todas as estruturas analisadas no
tratamento -2,7°C, mas estas voltaram a aumentar na temperatura -4,1°C (Tabela
5.4, Figura 5.2). Em algumas amostras no tratamento -2,7°C e -4,6°C né&o foi
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possivel aferir a espessura das estruturas, em decorréncia dos danos causados pelo

tratamento nas folhas (Tabela 5.4, Figura 5.2, 1 e L).

Tabela 5.2. Espessura média das epidermes adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima radiado e espessura total de folhas de Milheto submetidas as

temperaturas de 0,2; -2,7 e -4,1°C durante uma hora.

Temperatura Epider_me Epider_me C_éIuIa Parénquima Espessura
(°C) Adaxial Abaxial Buliforme Radiado Total (um)
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
0,2 12,52 b 10,27 ¢ 46,64 a 22,72 b 142,82 a
-2,7 11,71 b 11,96 b 21,73 c 19,55 ¢ 78,87 c
-4,1 15,71 a 15,87 a 26,95 b 27,54 a 100,50 b
CV (%) 19,26 19,95 26,10 25,28 15,81

Tabela 5.3. Espessura média para as epidermes adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima radiado e espessura total de folhas de Sorgo submetidas as
temperaturas de 0,2; -2,7 e -4,1°C durante uma hora.

Célula Parénquima

Temperatura  Epiderme Epiderme ) . Espessura
(°C) Adaxial (um) Abaxial (um) B“('H%“e R"E‘Sr'ﬁ)do Total (um)
0,2 13,82 a 14,45 a 27,57 a 21,38 a 93,47 a
-2,7 10,35 b 12,29 b 20,67 b 15,93 b 79,75 b
-4,1 10,67 b 12,54 b 25,94 b 19,58 a 84,54 b
CV (%) 23,18 18,94 21,11 20,67 17,06

Tabela 5.4. Espessura média para as epidermes adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima radiado e espessura total de folhas de Marandu submetidas as
temperaturas de 0,2; -2,7; -4,1 e -4,6°C.

Temperatura Epider_me Epider_me Célula Parénquima Espessura
(°C) Adaxial Abaxial Buliforme Radiado Total (um)
(Hm) (Hm) (Hm) (Hm)
0,2 12,59 ab 11,28 bc 53,67 a 25,74 a 147,05 a
-2,7 10,84 b 10,50 ¢ 38,24 b 17,74 b 123,23 b
-4,1 13,67 a 12,43 ab 50,28 a 23,93 a 144,22 a
-4,6 14,05 a 12,97 a 47,51 a 25,27 a 145,95 a

CV (%) 25,10 24,15 26,82 25,60 20,77
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Figura 5.2. Seccdes transversais de amostras foliares de Milheto (A-C), Sorgo (D-F)
e Marandu (G-L), submetidas a determinados tratamentos de
temperatura baixa em camara de crescimento de plantas com condi¢des
de temperatura e luminosidade controladas: A,D,G, 0,2°C; B,E,H,I,
-2,7°C; C, F, J, -4,1°C; K,L, -4,6°C. ep =epiderme; ba = bainha do feixe;
cb=célula buliforme; fv = feixe vascular; mr= mesofilo radiado.

Fonte: Elaboracg&o do autor.
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Foi observado que a espécie que reagiu melhor ao estresse intenso do frio foi
o Tifton 85, por apresentar menores alteracées anatdbmicas. (Tabela 5.5, Figura 5.3).
Na Aveia as Uunicas estruturas que diminuiram significativamente foram o
parénquima palicadico e lacunoso, ja as outras estruturas analisadas se mantiveram

sem alteragOes significativas (Tabela 5.6, Figura 5.3).

O capim Mombaca apresentou reducdo gradual das espessuras das
estruturas conforme a diminuigcdo da temperatura (Tabela 5.7, Figura 5.3). Em
algumas situa¢gBes na temperatura -6,2°C ndo foi viavel fazer as medidas das
espessuras em consequéncia dos tecidos degradados pela baixa temperatura
(Tabela 5.7, Figura 5.3, H).

Tabela 5.5. Espessura média para as epidermes adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima radiado e espessura total de folhas de Tifton 85 submetidas as

temperaturas de 0,2 e -6,2°C durante uma hora.

Temperatura  Epiderme Epider_me Célula Parénquima Espessura
(°C) Adaxial (um) Abaxial Buliforme Radiado Total (um)
(km) (km) (km)
0,2 6,59 a 7,29 a 59,31 a 15,86 a 110,89 a
-6,2 6,80 a 7,27 a 59,26 a 15,59 a 116,32 a
CV (%) 33,58 38,98 21,34 27,87 14,74

Tabela 5.6. Espessura média das epidermes adaxial e abaxial, parénquima
lacunoso e palicadico e espessura total da folha de Aveia para as temperaturas de

0,2 e -4,1°C durante uma hora.

Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima

Templecratura Adaxial Abaxial Lacunoso Palicadico Espelssura
= (um) (um) (um) (um) otal (um)
0,2 14,07 a 13,95 a 36,97 a 116,22 a 164,13 a
-4,1 13,70 a 13,84 a 31,00 b 98,95 b 143,69 b

CV (%) 17,88 16,58 21,31 18,57 14,50
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Tabela 5.7. Espessura média das epidermes adaxial e abaxial, célula buliforme,
parénquima radiado e espessura total da folha de capim Mombacga para as
temperaturas de 0,2 -4,1, -4,6 e -6,2°C.

. . Célula Parénquima

Temperatura Epiderme Epiderme . ) Espessura

(°C)  Adaxial (um) Abaxial (um) ouliforme  Radiado o7 oy

(um) (um)

0,2 11,29 a 8,69 a 38,36 a 17,65 a 108,12 a

-4,1 8,40 b 8,57 a 26,84 b 14,04 b 85,95 b

-4,6 8,48 b 8,33 a 21,06 c 12,14 c 75,099 c

-6,2 6,71 c 6,16 b 0,00 d 0,00d 64,42 d

CV (%) 26,66 24,57 13,00 13,08 10,58

Pode-se inferir que a diminuicdo gradativa das estruturas analisadas, bem
como o aumento de partes de determinadas estruturas de Alfafa, Milheto, Sorgo,
Marandu e Aveia sdo decorrentes do estresse provocado pelas temperaturas
criticas. Além disso, as estruturas corrompidas do tratamento -2,7°C e -4,6°C de
Marandu e -6,2°C de Mombaca exibem uma suscetibilidade ao frio intenso. Por fim,
com a apresentacdo de resultados favoraveis do Tifton 85 € possivel concluir que
esta espécie € tolerante a todas as temperaturas avaliadas.

De acordo com os dados obtidos em geral quanto menor a temperatura, as
espessuras dos tecidos analisados tendem a diminuir. Contudo, tanto a epiderme
adaxial quanto a epiderme abaxial, no tratamento a -1,8°C apresentaram aumento

significativo de espessura (Tabela 5.1 e Figura 5.1).
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Figura 5.3. Seccdes transversais de amostras foliares de. Tifton 85 (A-B), Aveia
Preta (C-D) e capim Mombaca (EH), submetidas a temperaturas
minimas criticas controladas em camara de crescimento: A,C,E, 0,2°C;
B,H, -6,2°C; D, F, -4,1°C; G, -4,6°C. ep =epiderme; ba = bainha do feixe;
cb=célula buliforme; fv = feixe vascular; mr= mesofilo radiado.

Fonte: Elaboracao do autor.
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5.4 DISCUSSAO

As andlises realizadas no presente estudo revelaram que as temperaturas
criticas causam danos e alteragbes morfologicas e anatdbmicas que podem ser
irreversiveis as estruturas foliares, com respostas diferenciadas conforme a
tolerancia das espécies avaliadas.

Em condi¢cdes de climas temperados, para permanecerem vivas durante o
inverno as plantas devem evitar congelamento em seus tecidos, principalmente do
sistema vascular (CAVENDER-BARES, 2005).

Nos tecidos vivos de plantas tolerantes o congelamento pode causar
formacdo de gelo intracelular, que pode matar as células, ou formacédo de gelo
extracelular, que pode proteger as células contra danos. Dentro dos elementos de
vaso do xilema, temperaturas de congelamento podem causar cavitacao resultando
em perdas de funcao xilema, dependendo do tamanho dos vasos do xilema, bem
como a temperatura de congelamento. O transporte do floema é também limitado
por temperaturas baixas a medida que a seiva se torna mais viscosa (CAVENDER-
BARES, 2005).

De acordo com Livingston Il et al. (2007), Arabidopsis vem sendo usada
como planta modelo para investigar a tolerancia ao congelamento controlado. Tal
espécie apresentou dano analogo aos cereais de inverno no tecido vascular de suas
raizes e eixo foliar, mas nenhum dano as regiées meristeméaticas ap0s ser cultivada
sob condicfes de congelamento por sete dias.

Pearce; McDonald (1977) avaliaram danos ocorridos na ultraestrutura celular
do mesdfilo foliar de plantas de Festuca arundinacea Scherb, submetidas a
congelamento, seguida pelo descongelamento. Concluiram que 0s nucleos se
apresentaram contraidos, as organelas estavam inchadas ou parcialmente
destruidas, plasmalema e membranas nucleares partidas ou ausentes e os vacuolos
algumas vezes destruidos.

Algumas das respostas ao estresse decorrente do frio também foram
encontradas em plantas sob estresse hidrico, em que também ocorre a retirada de
agua das células. As concentracdes de acido abscisico enddgeno, agucares e niveis
de soluto compativeis também sdo aumentados pelo estresse devido a baixas

temperaturas, correlacionando com aumento na tolerancia ao frio. Aléem disso, o
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ABA exdgeno induz tolerancia de congelamento em varias espécies (MALDONADO
et al., 1997).

O Acido Abscisico tem um papel direto na resposta a desidratacdo celular que
ocorre durante o congelamento, e também € provavel que esteja envolvido no
controle da expresséo génica durante a aclimatacdo ao frio. A 4gua néo congelada é
encontrada principalmente na parede celular e pode estar em transporte (SPARKS
et al., 2000).

De acordo com os dados obtidos no presente estudo, quanto menor a
temperatura pode ser observado que, estatisticamente, as espessuras dos tecidos
analisados tendem a diminuir devido aos danos causados pelo estresse intenso.
Isso pode ser decorrente do processo de desidratacdo provocado pelo
congelamento dos espacos intercelulares seguido por desidratacdo e morte dos
tecidos.

No caso do Tifton 85 apesar do estresse do frio até a temperatura de -6,2° C
durante uma hora ndo houve altera¢des significativas em seus tecidos, por se tratar
de uma cultivar muito tolerante ao frio. Em espécies tolerantes pode haver um
mecanismo de reparacdo dos danos internos, com crescimento de tecidos
adjacentes a regido afetada, conforme reportou Goffinet (2004) em videira.

Astrom et al. (2015) observaram que as folhas de inverno de Fragaria vesca
sdo menores e tém pelos abundantes, sua densidade estomatica € maior e seu
mesofilo € mais denso com mais células de parénquima palicadico. Muitas dessas
caracteristicas podem ser consideradas pelos autores como adaptacdes para
intensidades de luz, temperaturas de congelamento e estresse de dessecacdo de
geada no inverno, sendo a que capacidade fotossintética ndo se altera dependendo
da estacédo do ano.

Gramineas rizomatosas tais como Arundo donax L. (metabolismo tipo C3) e
Panicum virgatum L. (metabolismos tipo C4) apresentaram diversas alteragdes nos
parametros de fotossintese quando submetidas a combinacdo de baixa temperatura
e escuriddo (Sanchez et al, 2016). De acordo com os autores, Panicum virgatum
parece ser mais tolerante ao frio, ao estresse hidrico, a salinidade e a escuridao

continua.
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5.5 CONCLUSOES

E possivel inferir que as alteracdes da espessura da epiderme em ambas as
faces, do parénquima palicadico e lacunoso e da espessura total da folha s&o

decorrentes do estresse causado pela exposi¢cdo as temperaturas minimas.
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6 ZONEAMENTO DO RISCO DE GEADAS PARA ESPECIES
FORRAGEIRAS NO ESTADO DO PARANA, BRASIL

RESUMO

As geadas sdo um dos principais fatores limitantes ao forrageamento em pastoreio
continuo de bovinos na regido sul do Brasil. O Estado do Parana localiza-se em uma
regido de transicdo, onde os riscos de geadas variam em fungdo da latitude e
altitude. Para possibilitar a indicacdo de espécies de acordo com o clima da regido é
necessario mapear 0s riscos de geadas durante o ano. Assim, realizou-se o
zoneamento de riscos, considerando as temperaturas criticas para: Panicum
maximum (cv Mombaca); Brachiaria brizantha (cv Marandu) (Marandu), Cynodon
spp (cv Tifton 85), Pennisetum glaucum (Milheto), Sorghum bicolor (Sorgo), Avena
strigosa (Aveia Preta) e Medicago sativa (alfafa). Foram determinadas as
probabilidades de ocorréncia das temperaturas minimas abaixo dos limites criticos
para cada uma dessas espécies para 0os meses de abril a setembro e delimitadas as
areas com possibilidade de cultivo. Os resultados obtidos permitem a combinacao

de forrageiras para possibilitar o forrageamento continuo dos animais em pastejo.

Palavras chave: Risco climético. Baixas temperaturas. Mapeamento. Pastagens.

ABSTRACT

FROST RISK ZONING FOR FORAGE SPECIES IN THE STATE OF
PARANA, BRAZIL

Frosts are one of the main limiting factors for the continuous foraging of cattle in
southern Brazil. The State of Parand is located in a transition region, where the risks
of frost vary according to latitude and altitude. To make it possible to indicate species

according to the climate of the region, it is necessary to map the risks of frost during
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the year. Thus, the risk zoning was performed, considering the critical temperatures
for Panicum maximum (cv Mombasa); Brachiaria brizantha (cv Marandu), Cynodon
spp (cv Tifton 85), Pennisetum glaucum (millet), Sorghum bicolor (sorghum), Avena
strigosa (black Oat) and Medicago sativa (alfalfa). The probability of occurrence of
minimum temperatures below the critical limits for each of these species was
determined for the months of April to September and the areas with possibility of
cultivation were delimited. The results obtained allow the combination of forages to

allow the continuous foraging of the animals in pasture.

Key words: Climatic risk. Low temperatures. Mapping. Pasture.

6.1 INTRODUCAO

As variacbes nas condicdes de tempo durante a estacdo de crescimento
constituem o fator dindmico que mais afeta a produtividade agricola. O
conhecimento do clima de uma regido possibilita alocar cada espécie e variedade de
planta de acordo com suas exigéncias e potenciais. Ao longo da evolugcdo as
espécies vegetais desenvolveram estratégias de adaptacdo as diferentes condicdes
de clima, criando uma grande diversidade genética que deve ser conhecida e
potencializada.

Confrontando-se o clima de uma regido com as caracteristicas de cada
espécie ou variedade de planta, é possivel determinar se € viavel produzir de forma
econdmica. De uma maneira geral a temperatura do ar e precipitacdo pluviométrica
sdo os principais limitantes a produtividade agricola. Embora a precipitacdo seja a
variavel que cause maiores frustracdes de safras no mundo, a temperatura € a mais
critica, pois, ao contrario da precipitacdo, que apresenta variabilidade anual e
sazonal, a temperatura € diretamente dependente da disponibilidade de radiacéo
solar. Dessa forma apresenta um ciclo anual bem estabelecido, dependente da
latitude e da altitude local. Regifes de latitudes mais negativas situadas em altitudes
elevadas tém invernos mais frios, enquanto que areas proximas ao equador tém

temperaturas elevadas e regulares durante o ano.
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A temperatura regula a distribuicdo das plantas no globo terrestre. De acordo
com o regime térmico anual de uma regido, as plantas tém um ciclo tipico de
desenvolvimento. Dependendo da intensidade e duracdo, baixas temperaturas
paralisam as atividades metabdlicas das plantas (LARCHER, 2000). As geadas
causam danos que limitam a expansao de espécies sensiveis. Quando se tenta o
cultivo de espécies ndo adaptadas em tais condi¢cdes ocorrem grandes prejuizos
(CARAMORI et al., 2001a; WREGE et al., 2005).

Em noites com geadas de radiacdo, forma-se um gradiente proximo a
superficie denominado de inversdo térmica (PEREIRA et al.,, 2002). A diferenca
entre a relva e o abrigo meteorolégico em noites com geadas varia de 3 a 9°C
(GRODZKI et al., 1996), com valores médios de 4 a 4,5°C (SENTELHAS et al., 1995;
ROSISCA et al., 2015).

O Estado do Parand, cortado pelo Tropico de Capricérnio, que delimita a
méaxima declinacdo Sul do Sol, localiza-se numa regido de transicdo climatica,
caracterizada pelas diferencas de altitude e latitude. Regides de latitudes localizadas
ao Sul do paralelo 24°’S e maiores altitudes, apresentam estacdo de crescimento
bem definida, com invernos rigorosos e geadas frequentes. A faixa ao Norte, em
menores altitudes (400 a 700 m) tem geadas menos frequentes e verdes quentes
que possibilitam o cultivo de espécies mais sensiveis a baixas temperaturas
(CAVIGLIONE et al., 2000; WREGE et al., 2011).

As forrageiras tém ampla diversidade possibilitando combinar espécies de
cultivo com diferentes sensibilidades ao frio, de acordo com o clima da regiao.
Assim, este trabalho teve como objetivos verificar 0 ajuste das temperaturas
minimas do ar no abrigo a distribuicdo de extremos, mapear os riscos de geadas e

realizar o zoneamento agroclimatico para sete forrageiras para o estado do Parana.

6.2 MATERIAL E METODOS

Com base nos testes e andlises realizados nos capitulos anteriores, foram
definidas temperaturas minimas de inicio de danos para cada forrageira avaliada.
Esses valores estdo apresentados na Tabela 6.1. Assim, com base na ponderacao
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dos resultados dos diferentes testes adotou-se um valor médio geral de danos para

realizar o zoneamento para cada espécie.

Tabela 6.1. Temperaturas de dano (°C) para sete forrageiras de acordo com os
testes de Eficiéncia Quéntica do Fotossistema Il (Fv/Fm), Condutividade Elétrica da
solucdo embebida com seccbes de folhas (Cond), Atividade Enzimética (Enzim),

Anatomia Foliar (Anatom) e avaliacdo geral com base em todos os métodos (Geral).

Forrageira Fv/Fm Cond Enzim Anatom Geral
Alfafa -4,6 -4,6 -4,6 -4,1 -4,6
Tifton 85 -6,2 -6,2 -6,2 -6,2 -6,2
Mombaca -2,7 -4,6 -2,7 -4,1 -2,7
Sorgo -2,7 -2,7 -1,8 -2,7 -1,8
Milheto -1,8 -1,8 -2,7 -2,7 -1,8
Marandu -4,6 -4,6 -2,7 -2,7 -2,7
Aveia -2,7 -2,7 -4,1 -4,1 -4,1

Séries historicas de dados de temperatura minima do ar medidas no abrigo
meteorolégico de 32 estacbes do Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), do
periodo 1976-2015, foram organizadas e consistidas em planilhas de Excel®. Para
cada estacdo, foram organizados os dados mensais de temperatura minima
absoluta de cada ano, constituindo uma série para cada local dos meses de abril,
maio, junho, julho, agosto e setembro. Esses dados foram ajustados a distribuicéo
de valores extremos também conhecida como distribuicdo de Fisher-Tippet Tipo | ou
Gumbel. As funcbes densidade de probabilidade f(X) e cumulativa F(X) sdo dadas

por:

X-o
4
B

Em que a e B sdo parametros da distribuicdo (ASSIS et al.,1996). Os
coeficientes a e 3 das distribui¢cdes foram ajustados pelo método de Lieblein (THOM,
1966; ASSIS et al., 1996). Com os modelos ajustados para cada local foram geradas
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as probabilidades de ocorréncias de temperaturas minimas abaixo de um valor
critico especificado.

O nivel de 100% de probabilidade de ocorréncia do valor minimo especificado
foi correlacionado com os valores de latitude, longitude e altitude das estacoes,
gerando-se equacdes de regressao linear multiplas por més. Essas equacdes foram
utilizadas para gerar mapas de temperatura minima do ar no abrigo, resolvendo-as
sobre a base altimétrica do Shuttle Radar Topography Mission (SRTM) (FARR;
KOBRICK, 2000) com resolucdo de 90 m no equador recortada para o estado do
Parand, no software de Sistema de Informacé@o Geogréfica (SIG) ArcGis verséo 10.2.
Para cada pixel foram gerados os valores de probabilidade de temperatura minima

dentro da malha de altitude e os resultados foram mapeados para o Parana.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros a e 3 das distribuicbes ajustadas sdo apresentados na Tabela
6.2. Os ajustes foram adequados para todos os periodos, permitindo o seu uso para
determinacao tedrica de probabilidades de temperaturas minimas abaixo de valores
especificados. Caramori et al. (2001a) ajustaram os parametros a e B da distribuigcao
de extremos para essas estacfes, para séries anuais de temperaturas minimas
abaixo de zero, com séries histéricas até o ano 2000 e nesse trabalho foram
atualizados até o ano de 2015.

As Tabelas 6.3 a 6.8 apresentam as esta¢cbes analisadas com respectivas
coordenadas e as probabilidades de ocorréncia de temperaturas minimas de abrigo,
desde 10% (P10) até 100% (P100). Nota-se uma forte dependéncia de altitude e
latitude na severidade das temperaturas minimas. As estacdes de Palmas e
Guarapuava, localizadas acima de 1000 m de altitude em latitudes localizadas mais
ao sul sdo as mais frias do Parana. Clevelandia, com 930 m de altitude e localizada
no extremo Sul do Estado € a terceira mais fria. Observa-se também que as
menores temperaturas provaveis para cada local ocorrem no més de julho (Tabela
6.5), seguido de junho (Tabela 6.4) e agosto (Tabela 6.6).
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Tabela 6.2. Parametros a e B da distribuicdo de extremos para as estacbes do

IAPAR no Parana, nos meses de abril a setembro.

ESTAGAO Abril Maio Junho Julho Agosto Setembro
Alfa Beta Alfa Beta Alfa Beta Alfa Beta Alfa Beta Alfa Beta
ANTONINA 11,67 1,53 7,11 1,82 4,96 2,12 4,91 211 5,40 2,02 7,61 1,73
APUCARANA 10,65 2,04 6,29 2,35 4,05 2,88 3,57 3,10 4,78 2,93 6,90 2,24
BANDEIRANTES 11,13 1,81 6,47 2,11 3,76 3,02 4,00 2,89 521 3,00 8,88 1,96
BELA V. PARAISO 11,88 1,79 7,73 2,09 5,28 2,69 5,06 297 5,86 2,58 8,16 2,07
CANDIDO DE ABREU 7,98 2,22 4,41 1,59 2,35 2,38 1,49 2,19 3,37 2,86 5,39 1,81
CAMBARA 10,26 1,96 5,55 2,23 2,79 3,04 2,55 3,02 4,22 2,61 7,79 2,23
CASCAVEL 8,14 2,26 4,27 1,82 1,88 2,32 0,78 2,54 2,68 2,50 391 2,45
CERRO AZUL 9,78 1,24 4,95 2,10 2,64 2,68 2,54 2,50 3,09 2,03 541 1,80
CIANORTE 10,41 2,12 6,04 2,06 3,37 2,45 3,15 2,33 4,31 3,23 6,55 2,90
CLEVELANDIA 4,92 2,04 1,25 1,86 -0,78 1,95 -1,78 2,18 -0,18 2,32 1,0 2,5
FRANCISCO BELTRAO 6,90 2,06 1,81 1,95 -0,85 2,00 -0,50 1,85 0,51 2,47 2,71 1,77
GUARAPUAVA 6,09 2,30 0,49 2,40 -1,77 2,72 -2,13 2,44 -0,28 2,89 111 2,49
GUARAQUEGABA 4,80 2,65 7,23 241 4,61 2,31 4,54 2,52 5,46 2,29 8,10 1,84
IBIPORA 12,45 1,28 7,46 1,93 4,87 2,80 4,87 2,57 5,88 2,67 8,47 2,28
IRATI 6,90 2,06 2,51 2,07 -0,36 2,44 -0,64 2,12 0,89 2,63 2,99 2,01
JOAQUIMTAVORA 9,55 1,99 4,89 2,32 2,38 2,64 2,49 3,00 3,94 3,00 741 2,37
LAPA 6,31 2,15 1,74 2,39 0,15 2,74 -0,89 2,03 0,28 2,53 2,60 1,93
LARANJEIRAS DO SUL 6,72 1,58 2,84 1,82 0,73 2,18 0,44 1,47 1,43 2,20 3,02 1,85
LONDRINA 10,50 1,85 6,04 1,87 3,38 2,71 3,57 2,74 4,64 2,91 7.26 2,21
MORRETES 13,00 1,68 8,58 2,82 6,22 2,15 5,86 2,43 6,0 2,8 8,73 2,06
NOVA CANTU 8,22 2,11 4,42 1,87 1,77 1,98 1,31 2,18 3,10 2,51 4,98 2,11
PALMAS 3,89 1,69 -0,09 1,83 -2,33 2,53 -2,49 1,80 -0,81 1,70 -0,17 2,13
PALOTINA 7,49 2,19 2,79 2,18 0,13 2,81 -0,56 2,46 0,54 2,67 3,30 2,62
PARANAVA[ 11,13 2,23 6,79 2,19 4,43 2,60 4,04 2,90 504 3,54 743 2,64
PATO BRANCO 6,65 1,76 2,84 1,54 0,08 2,29 -0,15 1,58 1,74 1,46 2,45 1,84
PINHAIS 6,10 1,71 2,40 2,14 -0,82 1,97 -0,16 1,95 0,18 2,49 3,90 1,77
PLANALTO 8,56 2,48 4,38 2,19 2,06 2,30 143 2,33 3,03 2,91 5,08 2,19
PONTA GROSSA 6,08 2,92 2,18 2,50 -0,24 2,60 -0,27 2,35 0,72 2,93 3,18 2,09
QUEDAS DO IGUAGU 8,43 2,24 4,73 1,68 2,20 2,21 1,38 2,05 2,79 2,51 4,49 1,97
SAO MIGUEL DO IGUAGU 9,07 1,99 4,70 1,09 2,16 2,37 1,13 1,96 2,79 2,23 4,61 2,14
TELEMACO BORBA 7,42 1,66 2,34 2,22 0,20 2,30 0,16 2,53 0,96 2,39 342 2,00
UMUARAMA 10,91 2,50 6,75 2,14 4,51 2,47 3,66 2,68 5,20 3,12 7,18 2,66
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Estacbes meteoroldgicas convencionais utilizadas, especificando

latitude (Lat) e longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas

minimas absolutas (°C) estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de
Abril, 1976 — 2015, Parana.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10

ANTONINA -25,22 -48,80 60 11,67 11,84 12,02 12,22 12,45 12,73 13,07 13,51 14,13 15,19
APUCARANA -23,50  -51,53 746 10,65 10,87 11,11 11,38 11,70 12,07 12,52 13,11 13,94 15,35
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 11,13 11,32 11,53 11,78 12,06 12,39 12,79 13,31 14,05 15,31
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 11,88 12,06 12,28 12,52 12,79 13,12 13,52 14,03 14,76 16,00
CANDIDO DE ABREU ~ -24,63 -51,25 645 7,98 8,21 8,47 8,77 9,11 9,51 10,01 10,64 11,54 13,08
CAMBARA -23,00  -50,03 450 10,26 10,47 10,70 10,96 11,27 11,62 12,06 12,63 13,42 14,78
CASCAVEL -24,88  -53,55 660 8,14 8,38 8,64 8,94 9,29 9,70 10,21 10,86 11,78 13,34
CERRO AZUL -24,82 -49,25 360 9,78 9,91 10,06 10,23 10,42 10,64 10,92 11,28 11,78 12,64
CIANORTE -23,67  -52,58 530 10,41 10,64 10,89 11,17 11,50 11,88 12,36 12,97 13,83 15,30
CLEVELANDIA -26,42 -52,35 930 4,92 514 5,38 5,65 5,97 6,34 6,79 7,38 8,21 9,62
FRANCISCO BELTRAO  -26,08  -53,07 650 6,09 6,33 6,60 6,91 7,26 7,68 8,19 8,85 9,79 11,38
GUARAPUAVA -25,38  -51,50 1026 4,80 5,08 5,39 5,74 6,15 6,64 7,23 7,99 9,07 10,91
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 12,45 12,58 12,73 12,91 13,10 13,34 13,62 13,99 14,51 15,40
IBIPORA -23,27  -51,02 484 12,45 12,58 12,73 12,91 13,10 13,34 13,62 13,99 14,51 15,40
IRATI -25,45 -50,58 893 6,90 7,12 7,36 7,64 7,95 8,33 8,79 9,38 10,22 11,64
JOAQUIMTAVORA -23,50  -49,95 512 9,55 9,76 9,99 10,26 10,56 10,93 11,37 11,94 12,75 14,12
LAPA -25,78  -49,77 910 6,31 6,54 6,79 7,08 7,41 7,80 8,28 8,90 9,77 11,26
LARANJEIRAS DO SUL  -25,42 -52,42 880 6,72 6,88 7,07 7,28 7,53 7,81 8,17 8,62 9,27 10,37
LONDRINA -23,37  -51,17 585 10,50 10,69 10,91 11,16 11,44 11,78 12,19 12,73 13,48 14,76
MORRETES -2550  -48,82 10 13,00 13,18 13,38 13,60 13,86 14,17 14,54 15,03 15,71 16,87
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 8,22 8,44 8,69 8,97 9,30 9,68 10,15 10,76 11,61 13,07
PALMAS -26,48  -51,98 1100 3,89 4,07 4,27 4,50 4,76 5,07 5,44 593 6,62 7,79
PALOTINA -24,30  -53,92 310 7,49 7,72 7,98 8,27 8,60 9,00 9,49 10,12 11,01 12,52
PARANAVAI -23,08  -52,43 480 11,13 11,37 11,63 11,93 12,27 12,68 13,17 13,82 14,72 16,27
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 6,65 6,84 7,04 7,28 7,55 7,87 8,26 8,77 9,48 10,70
PINHAIS -25,42 -49,13 930 6,10 6,28 6,48 6,71 6,97 7,28 7,66 8,15 8,85 10,03
PLANALTO -2570  -53,78 400 8,56 8,82 9,11 9,44 9,82 10,27 10,83 11,54 12,54 14,26
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 6,08 6,39 6,73 7,12 7,57 8,10 8,75 9,59 10,77 12,79
QUEDAS DO IGUAGU ~ -25,52 -53,02 513 8,43 8,66 8,93 9,23 9,57 9,98 10,48 11,13 12,04 13,59
SAO MIGUELDO IGUA  -25,43 -54,37 260 9,07 9,28 9,51 9,78 10,09 10,45 10,89 11,46 12,27 13,65
TELEMACO BORBA -24,33 -50,62 768 7,42 7,60 7,79 8,02 8,27 8,58 8,95 9,42 10,10 11,25
UMUARAMA -23,73 -53,28 480 10,91 11,17 11,47 11,80 12,19 12,64 13,20 13,92 14,94 16,68




Tabela 6.4.

102

Estacbes meteorologicas utilizadas, especificando latitude (Lat) e

longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas minimas (°C)

estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de Maio.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10

ANTONINA -25,22 -48,80 60 7,11 7,30 7,52 7,76 8,04 8,38 8,78 9,31 10,05 11,31
APUCARANA -23,50  -51,53 746 6,29 6,54 6,81 7,13 7,49 7,92 8,44 9,12 10,07 11,70
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 6,47 6,70 6,94 7,23 7,55 7,94 8,41 9,01 9,87 11,33
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 7,73 7,95 8,20 8,47 8,80 9,18 9,64 10,24 11,09 12,54
CANDIDO DE ABREU ~ -24,63 -51,25 645 4,41 4,58 4,76 4,98 522 5,51 5,87 6,32 6,97 8,07
CAMBARA -23,00  -50,03 450 5,55 5,79 6,05 6,35 6,69 7,10 7,59 8,24 9,14 10,69
CASCAVEL -24,88  -53,55 660 4,27 4,47 4,68 4,92 521 5,54 5,94 6,47 7,21 8,47
CERRO AZUL -24,82 -49,25 360 4,95 517 5,42 5,70 6,03 6,41 6,88 7,48 8,34 9,80
CIANORTE -23,67  -52,58 530 6,04 6,26 6,50 6,77 7,09 7,47 7,93 8,52 9,36 10,79
CLEVELANDIA -26,42 -52,35 930 1,25 1,45 1,67 1,92 2,21 2,54 2,96 3,49 4,25 554
FRANCISCO BELTRAO  -26,08  -53,07 650 1,81 2,02 2,25 2,51 2,81 3,16 3,60 4,16 4,95 6,30
GUARAPUAVA -25,38  -51,50 1026 0,49 0,75 1,03 1,35 1,72 2,16 2,69 3,39 4,36 6,03
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 7,23 7,49 7,77 8,09 8,46 8,90 9,44 10,13 11,11 12,77
IBIPORA -23,27  -51,02 484 7,46 7,66 7,89 8,15 8,45 8,80 9,23 9,78 10,57 11,91
IRATI -25,45 -50,58 893 2,51 2,72 2,97 3,24 3,56 3,94 4,40 5,00 5,84 7,27
JOAQUIMTAVORA -23,50  -49,95 512 4,89 514 541 5,72 6,08 6,50 7,02 7,68 8,62 10,23
LAPA -25,78  -49,77 910 1,74 1,99 2,28 2,59 2,96 3,40 3,93 4,62 5,59 7,25
LARANJEIRAS DO SUL  -25,42 -52,42 880 2,84 3,03 3,25 3,49 3,77 4,10 4,51 5,03 5,77 7,03
LONDRINA -23,37  -51,17 585 6,04 6,24 6,46 6,71 7,00 7,34 7,76 8,30 9,06 10,35
MORRETES -25,50  -48,82 10 8,58 8,87 9,21 9,58 10,02 10,53 11,16 11,97 13,12 15,08
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 4,42 4,62 4,84 5,09 5,38 5,72 6,13 6,67 7,43 8,72
PALMAS -26,48  -51,98 1100 -0,09 0,11 0,32 0,57 0,85 1,18 1,59 2,12 2,86 4,13
PALOTINA -24,30  -53,92 310 2,79 3,02 3,27 3,56 3,90 4,30 4,78 541 6,30 7,81
PARANAVAI -23,08  -52,43 480 6,79 7,03 7,28 7,58 7,91 8,31 8,80 9,43 10,32 11,84
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 2,84 3,01 3,19 3,39 3,63 3,91 4,26 4,70 533 6,39
PINHAIS -25,42 -49,13 930 2,40 2,62 2,88 3,16 3,49 3,88 4,36 4,97 5,84 7,32
PLANALTO -25,70  -53,78 400 4,38 4,62 4,87 517 5,50 5,90 6,39 7,02 7,91 9,43
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 2,18 2,44 2,74 3,07 3,46 3,92 4,47 5,19 6,21 7,94
QUEDAS DO IGUAGU  -25,52 -53,02 513 4,73 4,91 5,10 5,33 5,59 5,89 6,27 6,75 7,43 8,60
SAO MIGUELDO IGUA  -25,43 -54,37 260 4,70 4,82 4,95 5,09 5,26 5,46 5,70 6,01 6,45 7,21
TELEMACO BORBA -24,33 -50,62 768 2,34 2,57 2,83 3,13 3,47 3,88 4,37 5,01 5,92 7,46
UMUARAMA -23,73 -53,28 480 6,75 6,97 7,22 7,51 7,84 8,23 8,70 9,32 10,19 11,67
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Estacbes meteorologicas utilizadas, especificando latitude (Lat) e

longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas minimas

absolutas (°C) estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de Junho.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10
ANTONINA -25,22 -48,80 60 4,96 5,18 5,43 571 6,04 6,43 6,90 7,51 8,37 9,85
APUCARANA -23,50  -51,53 746 4,05 4,35 4,69 5,07 5,52 6,04 6,68 7,51 8,68 10,68
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 3,76 4,08 4,44 4,84 5,30 5,85 6,53 7,39 8,62 10,71
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 5,28 5,56 5,88 6,24 6,66 7,15 7,75 8,53 9,62 11,49
CANDIDO DE ABREU ~ -24,63 -51,25 645 2,35 2,60 2,88 3,20 3,56 4,00 4,53 521 6,17 7,82
CAMBARA -23,00  -50,03 450 2,79 3,12 3,47 3,88 4,35 4,90 5,58 6,46 7,69 9,80
CASCAVEL -24,88  -53,55 660 1,88 2,12 2,39 2,70 3,06 3,48 4,00 4,67 5,61 7,22
CERRO AZUL -24,82 -49,25 360 2,64 2,92 3,24 3,60 4,01 4,50 5,10 5,87 6,96 8,82
CIANORTE -23,67  -52,58 530 3,37 3,63 3,91 4,24 4,62 5,07 5,61 6,32 7,31 9,01
CLEVELANDIA -26,42 -52,35 930 -0,78 -0,58 -0,35 -0,09 0,21 0,57 1,01 1,57 2,36 3,71
FRANCISCO BELTRAO  -26,08  -53,07 650 -0,85 -0,64 -0,40 -0,14 0,17 0,54 0,98 1,56 2,37 3,76
GUARAPUAVA -25,38  -51,50 1026 -1,77 -1,49 -1,17 -0,80 -0,38 0,11 0,72 1,50 2,60 4,48
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 4,61 4,85 513 5,43 5,79 6,21 6,73 7,39 8,33 9,93
IBIPORA -23,27  -51,02 484 4,87 517 5,50 5,87 6,30 6,81 7,44 8,24 9,38 11,31
IRATI -25,45 -50,58 893 -0,36 -0,11 0,18 0,51 0,89 1,33 1,88 2,58 3,57 5,27
JOAQUIMTAVORA -23,50  -49,95 512 2,38 2,66 2,97 3,32 3,73 4,21 4,80 5,56 6,63 8,46
LAPA -25,78  -49,77 910 0,15 0,44 0,76 1,13 1,55 2,05 2,66 3,45 4,56 6,47
LARANJEIRAS DO SUL  -25,42 -52,42 880 0,73 0,95 1,21 1,50 1,84 2,23 2,72 3,35 4,23 574
LONDRINA -23,37  -51,17 585 3,38 3,67 3,99 4,35 4,77 5,26 5,87 6,65 7,75 9,63
MORRETES -25,50  -48,82 10 6,22 6,44 6,70 6,98 7,32 7,71 8,19 8,81 9,68 11,18
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 1,77 1,97 2,21 2,47 2,78 3,14 3,58 4,15 4,95 6,32
PALMAS -26,48  -51,98 1100 -2,33 -2,06 -1,76 -1,43 -1,04 -0,57 -0,01 0,72 1,74 3,50
PALOTINA -24,30  -53,92 310 0,13 0,43 0,76 1,13 1,57 2,08 2,71 3,51 4,65 6,60
PARANAVAI -23,08  -52,43 480 4,43 4,70 5,01 5,36 5,76 6,23 6,81 7,56 8,62 10,42
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 0,08 0,33 0,60 0,90 1,26 1,67 2,19 2,85 3,78 5,37
PINHAIS -25,42 -49,13 930 -0,82 -0,62 -0,38 -0,12 0,18 0,54 0,98 1,54 2,34 3,70
PLANALTO -25,70  -53,78 400 2,06 2,30 2,57 2,88 3,23 3,65 4,17 4,83 5,76 7,36
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 -0,24 0,03 0,34 0,69 1,09 1,56 2,14 2,89 3,94 574
QUEDAS DO IGUAGU  -25,52 -53,02 513 2,20 2,43 2,69 2,98 3,32 3,73 4,22 4,85 5,75 7,28
SAO MIGUELDO IGUA  -25,43 -54,37 260 2,16 2,41 2,69 3,01 3,38 3,81 4,34 5,02 5,98 7,63
TELEMACO BORBA -24,33 -50,62 768 0,20 0,44 0,72 1,02 1,38 1,80 2,31 2,97 3,91 5,51
UMUARAMA -23,73 -53,28 480 4,51 4,77 5,06 5,39 5,77 6,22 6,77 7,48 8,48 10,19
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Estacbes meteorologicas utilizadas, especificando latitude (Lat) e

longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas minimas

absolutas (°C) estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de Julho.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10
ANTONINA -25,22  -48,80 60 4,91 513 5,38 5,66 599 6,37 6,84 7,45 8,31 9,77
APUCARANA -23,50 -51,53 746 3,57 3,90 4,26 4,68 515 5,72 6,41 7,30 8,55 10,70
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 4,00 4,31 4,65 5,03 5,48 6,01 6,65 7,48 8,66 10,66
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 5,06 5,37 572 6,12 6,57 7,12 7,78 8,64 9,84 11,90
CANDIDO DE ABREU -24,63  -51,25 645 1,49 1,72 1,97 2,27 2,60 3,00 3,49 4,12 5,00 6,52
CAMBARA -23,00 -50,03 450 2,55 2,87 3,23 3,63 4,10 4,65 5,32 6,19 7,41 9,50
CASCAVEL -24,88 -53,55 660 0,78 1,05 1,35 1,68 2,08 2,54 3,11 3,84 4,87 6,63
CERRO AZUL -24,82  -49,25 360 2,54 2,80 3,10 3,43 3,82 4,27 4,83 5,55 6,57 8,30
CIANORTE -23,67  -52,58 530 3,15 3,39 3,67 3,98 4,34 4,76 5,28 5,95 6,89 8,50
CLEVELANDIA -26,42  -52,35 930 -1,78 -1,55 -1,29 -1,00 -0,66 -0,26 0,22 0,85 1,74 3,25
FRANCISCO BELTRAO -26,08  -53,07 650 -0,50 -0,31 -0,09 0,16 0,44 0,78 1,19 1,73 2,47 3,76
GUARAPUAVA -25,38 -51,50 1026 -2,13 -1,87 -1,58 -1,26 -0,88 -0,44 0,11 0,81 1,80 3,49
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 4,54 4,81 5,10 5,44 583 6,29 6,85 7,57 8,59 10,34
IBIPORA -23,27  -51,02 484 4,87 514 5,44 5,78 6,18 6,65 7,22 7,96 9,01 10,79
IRATI -25,45 -50,58 893 -0,64 -0,41 -0,16 0,12 0,45 0,84 1,31 1,92 2,78 4,25
JOAQUIM TAVORA -23,50  -49,95 512 2,49 2,81 3,16 3,57 4,03 4,58 5,25 6,11 7,33 9,41
LAPA -25,78 -49,77 910 -0,89 -0,67 -0,43 -0,16 0,15 0,52 0,97 1,56 2,38 3,78
LARANJEIRAS DO SUL -2542  -52,42 880 0,44 0,60 0,77 0,97 1,19 1,46 1,79 2,21 2,81 3,83
LONDRINA -23,37  -51,17 585 3,57 3,86 4,18 4,55 4,97 5,47 6,08 6,87 7,98 9,87
MORRETES -25,50 -48,82 10 5,86 6,11 6,40 6,72 7,10 7,54 8,08 8,78 9,77 11,45
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 1,31 1,54 1,80 2,09 2,43 2,83 3,31 3,94 4,83 6,34
PALMAS -26,48  -51,98 1100 -2,49 -2,30 -2,09 -1,85 -1,57 -1,25 -0,84 -0,33 0,40 1,65
PALOTINA -24,30  -53,92 310 -0,56 -0,30 -0,01 0,32 0,70 1,14 1,69 2,40 3,40 511
PARANAVA( -23,08  -52,43 480 4,04 4,35 4,69 5,08 5,52 6,05 6,70 7,53 8,71 10,71
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 -0,15 0,01 0,20 0,41 0,65 0,94 1,29 1,75 2,39 3,48
PINHAIS -25,42  -49,13 930 -0,16 0,04 0,27 0,54 0,84 1,19 1,63 2,19 2,98 4,34
PLANALTO -25,70  -53,78 400 1,43 1,67 1,95 2,26 2,62 3,04 3,56 4,23 518 6,79
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 -0,27 -0,02 0,25 0,57 0,93 1,36 1,88 2,56 3,51 5,14
QUEDAS DO IGUAGU -25,52  -53,02 513 1,38 1,60 1,84 2,12 2,43 2,81 3,27 3,86 4,69 6,12
SAO MIGUELDO IGUAGU  -25,43  -54,37 260 1,13 1,33 1,56 1,83 2,13 2,48 2,92 3,48 4,27 5,63
TELEMACO BORBA -24,33  -50,62 768 0,16 0,42 0,72 1,06 1,45 1,91 2,47 3,20 4,22 5,97
UMUARAMA -23,73  -53,28 480 3,66 3,94 4,26 4,62 503 5,52 6,11 6,89 7,97 9,83




105

Tabela 6.7. Estacdes meteoroldgicas utilizadas, especificando latitude (Lat) e

longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas minimas

absolutas (°C) estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de Agosto.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10

ANTONINA -25,22 -48,80 60 5,40 5,61 5,85 6,12 6,43 6,80 7,25 7,83 8,65 10,05
APUCARANA -23,50  -51,53 746 4,78 5,08 5,43 5,82 6,27 6,80 7,46 8,30 9,48 11,51
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 521 5,53 5,89 6,29 6,75 7,30 7,97 8,83 10,05 12,13
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 5,86 6,13 6,44 6,78 7,18 7,65 8,23 8,97 10,02 11,81
CANDIDO DE ABREU ~ -24,63 -51,25 645 3,37 3,67 4,00 4,39 4,83 5,35 5,98 6,81 7,96 9,94
CAMBARA -23,00  -50,03 450 4,22 4,49 4,80 515 5,55 6,03 6,61 7,36 8,42 10,23
CASCAVEL -24,88  -53,55 660 2,68 2,94 3,23 3,57 3,95 4,41 4,97 5,69 6,70 8,44
CERRO AZUL -24,82 -49,25 360 3,09 3,31 3,55 3,82 4,13 4,50 4,95 5,53 6,36 7,76
CIANORTE -23,67  -52,58 530 4,31 4,65 5,03 5,46 5,96 6,54 7,26 8,19 9,50 11,74
CLEVELANDIA -26,42 -52,35 930 -0,18 0,07 0,34 0,65 1,01 1,43 1,95 2,61 3,55 5,16
FRANCISCO BELTRAO  -26,08  -53,07 650 0,51 0,77 1,06 1,39 1,77 2,22 2,77 3,48 4,48 6,19
GUARAPUAVA -25,38  -51,50 1026 -0,28 0,03 0,37 0,75 1,20 1,72 2,37 3,20 4,37 6,37
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 5,46 5,70 5,97 6,28 6,63 7,05 7,56 8,22 9,15 10,74
IBIPORA -23,27  -51,02 484 5,88 6,16 6,48 6,83 7,25 7,73 8,33 9,10 10,18 12,03
IRATI -25,45 -50,58 893 0,89 1,16 1,47 1,82 2,23 2,71 3,29 4,05 511 6,94
JOAQUIMTAVORA -23,50  -49,95 512 3,94 4,26 4,61 5,01 5,47 6,02 6,69 7,55 8,77 10,85
LAPA -25,78  -49,77 910 0,28 0,55 0,84 1,18 1,57 2,03 2,60 3,32 4,35 6,10
LARANJEIRAS DO SUL  -25,42 -52,42 880 1,43 1,66 1,92 2,21 2,55 2,95 3,44 4,08 4,97 6,49
LONDRINA -23,37  -51,17 585 4,64 4,95 5,29 5,68 6,13 6,66 7,31 8,15 9,33 11,35
MORRETES -2550  -48,82 10 6,02 6,31 6,64 7,01 7,44 7,95 8,57 9,38 10,51 12,44
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 3,10 3,36 3,66 3,99 4,38 4,83 5,39 6,11 7,13 8,87
PALMAS -26,48  -51,98 1100 -0,81 -0,63 -0,43 -0,20 0,06 0,37 0,75 1,24 1,93 3,11
PALOTINA -24,30  -53,92 310 0,54 0,82 1,14 1,49 1,90 2,39 2,99 3,76 4,84 6,70
PARANAVAI -23,08  -52,43 480 5,04 541 583 6,30 6,85 7,50 8,29 9,30 10,74 13,19
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 1,74 1,90 2,07 2,26 2,49 2,75 3,08 3,50 4,09 5,10
PINHAIS -25,42 -49,13 930 0,18 0,44 0,73 1,07 1,45 1,90 2,46 3,17 4,18 591
PLANALTO -2570  -53,78 400 3,03 3,33 3,68 4,07 4,51 5,04 5,69 6,53 7,71 9,73
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 0,72 1,03 1,38 1,77 2,22 2,76 3,41 4,26 5,44 7,48
QUEDAS DO IGUAGU ~ -25,52 -53,02 513 2,79 3,06 3,35 3,69 4,08 4,53 5,09 581 6,83 8,57
SAO MIGUELDO IGUA  -25,43 -54,37 260 2,79 3,03 3,29 3,59 3,93 4,34 4,83 5,47 6,38 7,92
TELEMACO BORBA -24,33 -50,62 768 0,9 1,21 1,49 1,81 2,18 2,61 3,15 3,84 4,81 6,47
UMUARAMA -23,73 -53,28 480 5,20 5,52 5,89 6,31 6,79 7,36 8,05 8,95 10,21 12,37
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Tabela 6.8. Estacdes meteoroldgicas utilizadas, especificando latitude (Lat) e
longitude (Lon) em graus decimais, altitude (Alt) (m) e temperaturas minimas

absolutas (°C) estimadas com diferentes niveis de probabilidade. Més de Setembro.

ESTACAO Lat Lon Alt P100 P90 P80 P70 P60 P50 P40 P30 P20 P10

ANTONINA -25,22 -48,80 60 7,61 7,79 8,00 8,23 8,50 8,81 9,20 9,70 10,40 11,60
APUCARANA -23,50  -51,53 746 6,90 7,14 7,41 7,70 8,05 8,46 8,96 9,61 10,52 12,07
BANDEIRANTES -23,10  -50,35 440 8,88 9,08 9,31 9,57 9,88 10,23 10,67 11,23 12,03 13,38
BELA V.PARAISO -22,95 -51,20 600 8,16 8,38 8,63 8,90 9,22 9,60 10,06 10,66 11,50 12,93
CANDIDO DE ABREU ~ -24,63 -51,25 645 5,39 5,59 5,80 6,04 6,32 6,65 7,06 7,58 8,31 9,57
CAMBARA -23,00  -50,03 450 7,79 8,03 8,29 8,59 8,93 9,34 9,84 10,48 11,39 12,94
CASCAVEL -24,88  -53,55 660 3,91 4,17 4,46 4,78 5,16 5,61 6,15 6,86 7,85 9,54
CERRO AZUL -24,82 -49,25 360 541 5,60 5,81 6,05 6,33 6,65 7,05 7,57 8,30 9,54
CIANORTE -23,67  -52,58 530 6,55 6,85 7,20 7,58 8,03 8,56 9,21 10,04 11,22 13,23
CLEVELANDIA -26,42 -52,35 930 1,02 1,28 1,58 1,92 2,31 2,78 3,34 4,07 5,10 6,87
FRANCISCO BELTRAO  -26,08  -53,07 650 2,71 2,89 3,10 3,34 3,61 3,93 4,33 4,84 5,56 6,79
GUARAPUAVA -25,38  -51,50 1026 1,11 1,38 1,67 2,00 2,39 2,84 3,39 4,11 512 6,85
GUARAQUEGABA -25,27  -48,53 40 8,10 8,29 8,51 8,75 9,04 9,37 9,78 10,31 11,06 12,34
IBIPORA -23,27  -51,02 484 8,47 8,71 8,98 9,29 9,64 10,05 10,56 11,22 12,15 13,73
IRATI -25,45 -50,58 893 2,99 3,20 3,43 3,70 4,01 4,38 4,83 5,40 6,22 7,61
JOAQUIMTAVORA -23,50  -49,95 512 7,41 7,66 7,94 8,26 8,62 9,05 9,58 10,27 11,23 12,87
LAPA -25,78  -49,77 910 2,60 2,80 3,03 3,29 3,59 3,94 4,37 4,92 571 7,04
LARANJEIRAS DO SUL  -25,42 -52,42 880 3,02 3,21 3,43 3,68 3,96 4,30 4,71 5,24 5,99 7,27
LONDRINA -23,37  -51,17 585 7,26 7,49 7,75 8,05 8,39 8,79 9,28 9,92 10,82 12,35
MORRETES -25,50  -48,82 10 8,73 8,94 9,19 9,46 9,78 10,16 10,62 11,21 12,05 13,48
NOVA CANTU -24,67  -52,57 540 4,98 5,20 5,45 573 6,06 6,44 6,91 7,52 8,38 9,84
PALMAS -26,48  -51,98 1100 -0,17 0,05 0,30 0,59 0,92 1,31 1,78 2,39 3,26 4,74
PALOTINA -24,30  -53,92 310 3,30 3,58 3,89 4,24 4,64 512 5,70 6,45 7,51 9,33
PARANAVAI -23,08  -52,43 480 7,43 7,71 8,02 8,37 8,78 9,26 9,84 10,60 11,67 13,50
PATO BRANCO -26,12 -52,68 700 2,45 2,64 2,86 3,11 3,39 3,72 4,13 4,66 5,41 6,68
PINHAIS -25,42 -49,13 930 3,90 4,08 4,29 4,53 4,80 5,12 5,52 6,03 6,74 7,97
PLANALTO -25,70  -53,78 400 5,08 531 5,57 5,86 6,20 6,60 7,09 7,71 8,60 10,11
PONTA GROSSA -25,22 -50,02 880 3,18 3,40 3,65 3,93 4,25 4,63 5,09 5,69 6,54 7,99

QUEDAS DO IGUAGU  -25,52 -53,02 513 4,49 4,70 4,93 519 5,50 5,86 6,30 6,87 7,67 9,03
SAO MIGUELDO IGUA  -25,43 -54,37 260 4,61 4,84 5,09 5,38 571 6,10 6,58 7,19 8,06 9,55
TELEMACO BORBA -24,33 -50,62 768 3,42 3,63 3,86 4,13 4,44 4,80 525 5,82 6,63 8,01
UMUARAMA -23,73 -53,28 480 7,18 7,46 7,77 8,13 8,54 9,02 9,61 10,38 11,45 13,30

As equacOes de regressao linear multiplas entre a probabilidade P100 de
ocorrer a temperatura minima absoluta e as variaveis latitude, longitude e altitude,
para os meses de janeiro a dezembro com respectivos coeficientes de determinacao
R? sd0 apresentadas na Tabela 6.9. Verifica-se que houve um bom ajuste para todo
0 ano, possibilitando o uso dessas equacdes para gerar valores de temperatura
minima em grades regulares georreferenciadas. Caramori et al. (2001) ajustaram
uma equagdo anual para estimativa do risco de geadas no Parana com base em
latitude, altitude e altitude. Wrege et al. (2005) ajustaram equacdes para 0S meses
de junho, julho e agosto. No presente trabalho foram utilizadas séries mais longas de
dados, portanto, os valores foram atualizados e estendidos para o ano todo. No
entanto, para analise de riscos de geadas sdo considerados somente os meses de
abril a setembro.
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Tabela 6.9. Equacdes mensais para estimativa da temperatura minima do ar

absoluta no abrigo, dos meses de janeiro a dezembro,

longitude (lon) e altitude (alt) para o estado do Parana.

em funcao da latitude (lat),

Janeiro
Fevereiro
Margo
Abril

Maio
Junho
Julho
Agosto
Setembro
Outubro
Novembro
Dezembro

24,7749 + 0,7920 lat - 0,2373 lon - 0,0048 alt;

35,9203 + 0,8618 lat - 0,0597 lon
45,3582 + 0,9425 lat + 0,1242 lon
49,9630 + 1,0770 lat + 0,2184 lon
38,0571 + 0,9680 lat + 0,1291 lon
34,6855 + 0,9225 lat + 0,1342 lon
43,1888 + 0,9954 lat + 0,2734 lon
36,1631 + 0,9993 lat + 0,1160 lon
57,6787 + 1,3311 lat + 0,3266 lon
38,2186 + 1,1805 lat - 0,0565 lon
38,2361 + 1,1582 lat - 0,0806 lon
34,9806 + 1,0789 lat - 0,1420 lon

- 0,0045alt;
- 0,0052 alt;
- 0,0057 alt;
- 0,0052 alt;
- 0,0051 alt;
- 0,0049 alt;
- 0,0044 alt;
- 0,0048 alt;
- 0,0048 alt;
- 0,0047 alt;
- 0,0049 alt;

R*=0,88
R?=0,91
R*=0,87
R?=0,87
R?=0,81
R*=0,77
R®=0,80
R*=0,78
R*=0,89
R®=0,88
R%*=0,90
R?=0,90

A Figura 6.1 mostra a distribuicdo espacial do risco de ocorréncia de geadas

com diferentes intensidades no Estado do Parana, para o nivel de 100% de

probabilidade (P100). Temperaturas minimas acima de 3°C podem estar associadas

a geadas de fraca intensidade, que normalmente ocorrem em areas de baixada, em

terrenos com dificuldade de escoamento do ar frio noturno. Temperaturas minimas

inferiores a 3°C em geral causam geadas de diferentes intensidades. A presenca de

calmaria acentua a inversdo térmica proximo ao solo causando gradientes que

fazem com que a temperatura na superficie seja negativa mesmo quando os valores
no abrigo sdo acima de 0°C (SENTELHAS et al.,1995; GRODZKI et al., 1996;
ROSISCA et al., 2015).
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Figura 6.1. Temperatura Minima absoluta para os meses de janeiro a dezembro no
Estado do Parana, de acordo com as probabilidades de ocorréncia de
temperatura minima de abrigo P100.
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Fonte: Elaboracdo do autor.

De uma maneira geral é possivel classificar as geadas de acordo com sua
intensidade associadas as temperaturas minimas de abrigo, da seguinte maneira:

Geadas fracas: 4°C<Tmin>2°C — causam danos em espécies mais sensiveis
localizadas em fundos de vale ou terrenos com dificuldade de escoamento do ar frio.

Geadas moderadas: 2°C<Tmin>0°C — causam danos mais severos em fundos de
vale e areas com retencao de ar frio, e danos fracos a moderados nas partes mais
altas, dependendo da sensibilidade das espécies.
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Geadas severas: 0°C<Tmin>-2°C — causam danos generalizados, podendo levar &
morte os cultivos, dependendo da sensibilidade das espécies.

Geadas severissimas: Tmin<-2°C — causam danos severos e de grande extensao,
provocando prejuizos generalizados as atividades agricolas e pecuérias.

Esses limites de temperaturas minimas podem sofrer alteracfes na expressao
do dano de acordo com as condi¢cdes atmosféricas locais, mas para fins de risco
representam adequadamente o regime de geadas de uma regiao.

As Figuras 6.2 a 6.7 apresentam as regibes com riscos de ocorrerem
temperaturas minimas de abrigo abaixo de 3, 2, 1, 0, -1 e -2°C para o estado do
Paranad. Admitindo-se um gradiente médio de 4°C entre o abrigo e a relva
(SENTELHAS et al.,1995; ROSISCA et al, 2015), essas temperaturas
correspondem aproximadamente a: -1, -2, -3, -4, -5 e -6°C. Assim, de acordo com o
nivel de tolerancia de cada espécie, é possivel delimitar o periodo e as regides livres
de riscos de geadas. Caramori et al. (2001b) mapearam a ocorréncia de
temperaturas minimas provaveis inferiores a 3°C no abrigo, para subsidiar o
zoneamento da cultura do feijoeiro no Parana. Wrege et al. (2005) mapearam as
probabilidades de ocorréncia de geadas com temperaturas minimas mensais de
abrigo inferiores a 3°C, as quais foram utilizadas para elaborar o zoneamento da

cana-de-acgucar no Parana.

Figura 6.2. Zonas com temperaturas minimas absolutas no abrigo meteorologico
inferiores a 3°C, mostradas em azul, no periodo de abril a setembro,
para o estado do Parana.

Abril Maio Junho

Julho Agosto Setembro

Fonte: Elaborag&o do autor.
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Figura 6.3. Zonas com temperaturas minimas no abrigo inferiores a 2°C, mostradas
em azul, no periodo de abril a setembro, para o estado do Parana.

Julho Agosto Setembro

Fonte: Elaboracéo do autor.

Figura 6.4. Temperaturas minimas no abrigo inferiores a 1°C, mostradas em azul,
no periodo de abril a setembro, para o estado do Parana.

Julho Agosto Setembro

Fonte: Elaboracéo do autor.
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Setembro

Agosto

Julho

Figura 6.5. Temperaturas minimas no abrigo inferiores a 0°C, mostradas em azul,
no periodo de abril a setembro, para o estado do Parana

Fonte: Elaborag&o do autor.

Figura 6.6. Temperaturas minimas no abrigo inferiores a -1°C, mostradas em azul,
no periodo de abril a setembro, para o estado do Parana.

Setembro

Agosto

Julho

Fonte: Elaboracéo do autor.
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Figura 6.7. Temperaturas minimas no abrigo inferiores a -2°C, mostradas em azul,
no periodo de abril a setembro, para o estado do Parana.

Julho Sete}nbro

Fonte: Elaboracao do autor.

A ocorréncia de geadas durante o ano determina a estacdo de crescimento
(WREGE et al., 2004) de acordo com o nivel de sensibilidade de cada espécie.

Considerando-se um gradiente médio de temperatura minima entre relva e
abrigo de 4°C em noites de geada (SENTELHAS et al.,1995; ROSISCA et al., 2015),
pode-se confrontar essas temperaturas criticas com 0s riscos apresentados nas
figuras 6.2 a 6.7 e identificar as areas e periodos que devem ser evitados para cada
espécie. De uma maneira geral, o estado do Paranad ndo apresenta restricbes ao
plantio do Tifton 85. A Alfafa possui restricbes somente no extremo sul nos meses
de junho, julho e agosto (Figuras 6.6 e 6.7). Aveia Preta, Marandu e Mombaca tém
riscos de maio a setembro em éareas da regido sul do estado (Figura 6.4 e 6.5).
Milheto e Sorgo tém riscos a partir de maio, se estendendo por praticamente toda a
regido de clima Cfb (CAVIGLIONE et al., 2000; WREGE et al., 2011) nos meses de
junho e julho e reduzindo o risco em agosto e setembro (Figuras 6.2 e 6.3).

Deve-se ressaltar que nesse trabalho ndo foram avaliadas as recuperacoes

das espécies apos os testes de baixas temperaturas.
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6.4 CONCLUSOES

As temperaturas minimas de abrigo mostraram ajuste adequado a distribuicdo
de extremos considerando as variaveis altitude, latitude e longitude. O mapeamento
detalhado de riscos de geadas com diferentes intensidades possibilitou identificar os

periodos de uso das espécies avaliadas no estado do Parana.
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7 CONCLUSAO GERAL

As metodologias utilizadas nesta tese possibilitaram identificar de forma
quantitativa as temperaturas minimas de inicio de danos nas forrageiras avaliadas.
De acordo com os critérios quantitativos baseados em condutividade elétrica da
solucdo embebida com discos de folhas pos-teste, fluorescéncia da clorofila e
atividade enzimatica, foram identificadas as seguintes temperaturas a partir das
quais se iniciaram os danos: Sorgo e Milheto -1,8°C; Marandu e Mombaca -2,7°C;
Aveia Preta -4,1°C, Alfafa -4,6°C e Tifton 85 sem danos até -6,2°C. A andlise da
anatomia das folhas das espécies estudadas apos os testes permitiu confirmar os
resultados apresentados pelos trés métodos de avaliacdo de tolerancia ao frio.

A disponibilidade de séries historicas de temperaturas minimas possibilitou o
mapeamento dos riscos de ocorréncia desses valores criticos no Parang, bem como

delimitar o periodo do ano de baixo risco de danos para essas espécies.



