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RESUMO

O aumento da concentracdo atmosférica de didéxido de carbono, principal gas
responsavel pelo efeito estufa adicional, ¢ inequivoco e ndo constitui um evento isolado, sendo
acompanhado por aumentos da temperatura média global e alteracdes nos padrdes de
precipitacao. Dentre os aspectos importantes a serem compreendidos nesse contexto estdo as
alteragdes nas relacdes hidricas e produgao de esqueletos carbonicos através da fotossintese,
processos intimamente influenciados pela disponibilidade atmosférica de CO». No Brasil, o
agronegocio do café (Coffea arabica L.) é de grande importancia econdmica. No entanto, ha
poucos trabalhos, quer sob condi¢cdes de campo como de casa de vegetagdo, sobre os impactos
do aumento da concentragdo de dioxido de carbono (CO-) associados a outros fatores abioticos,
como a agua, na fisiologia das relagdes hidricas e acaimulo de carboidratos do cafeeiro. Com a
instalacdo do primeiro sistema FACE (Free Air CO: Enrichment) do pais para estudos do
impacto das mudancas climéticas globais sobre espécies de interesse agronomico, como o café,
na Embrapa Meio Ambiente de Jaguaritina, SP, estes estudos tornaram-se altamente viaveis. O
projeto ora proposto inseriu-se dentro do auxilio regular Proc. FAPESP 12/08875-3 e constitui
um dos projetos que colabora com a rede Climapest: “Impactos das mudangas climaticas
globais sobre problemas fitossanitarios”, no ambito do Macroprograma 1 da Embrapa. Teve por
objetivos avaliar a influéncia da alta concentra¢io atmosférica de COz (T[COz]am) € de
diferentes periodos de disponibilidade de 4gua no solo, nas relagdes hidricas, trocas gasosas,
acimulo de carboidratos e osmorreguladores em plantas de café sob condi¢des de cultivo em
camaras de topo aberto; além de investigar, sob condi¢cdes de campo em sistema FACE a
influéncia da interacio T[CO1]am na sazonalidade das relacdes hidricas, trocas gasosas ¢ do

metabolismo de carboidratos em folhas de C. arabica L.

Palavras-chave: Mudangas climéticas, Café, Trocas gasosas.
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ABSTRACT

The increase in the atmospheric concentration of carbon dioxide (CO3z), the main gas
responsible for the further greenhouse effect, is unequivocal and not an isolated event,
accompanied by increases in global mean temperature and changes in precipitation patterns.
Among the important factors to be understood in this context are changes in water relations and
production of carbon skeletons through photosynthesis, processes intimately influenced by
atmospheric CO; availability. In Brazil, the agribusiness of coffee (Coffea arabica L.) is
economically important. However, there are no studies, either under field conditions as
greenhouse conditions on the impacts of increased concentration CO> associated with other
abiotic factors such as water, in the physiology of water relations and accumulation
carbohydrates in coffee. The project proposed here will be developed in the scope of the Proc.
FAPESP 12/08875-3 s that collaborates with the network Climapest: "Impactos das mudancas
climaticas globais sobre problemas fitossanitarios", within the framework of Macroprograma
lof Embrapa. Theaim of this study was to evaluate the influence of the high atmospheric
concentration of CO2 (T[CO2]am) and of different periods of water availability in the soil, water
relations, gas exchange, carbohydrate accumulation and osmoregulators in coffee plants under
cultivation conditions in open top chambers; besides investigating, under field conditions in
FACE system the influence of T[COx]am interaction on the seasonality of water relations, gas

exchange and carbohydrate metabolism in leaves of C. arabica L.

Keywords: Climate change, Coffee, Gas exchange.
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Introducao Geral

A concentragdo de didéxido de carbono atmosférico ([CO2]am) tem aumentado nos
ultimos dois séculos, devido principalmente as emissoes associadas a queima de combustiveis
fosseis e da cobertura florestal. As medi¢des confirmam que a propor¢ao de CO., dentre os
gases atmosféricos, aumentou globalmente de 280 ppm na era pré-industrial para 379 ppm em
2005, e atualmente ja estd acima de 400 ppm (NOAA 2018). Se esse ritmo de aumento se
mantiver, o nivel de CO» podera atingir entre 730-1020 ppm até o final do século XXI (Solomon
et al. 2007). Este fato, associado ao potencial que as plantas possuem em assimilar carbono
atmosférico por meio da fotossintese e da produ¢do de compostos de carbono, faz com que
estudos sobre o crescimento, desenvolvimento e metabolismo de plantas sob elevadas
concentragdes de CO> recebam ampla aten¢do (Braga ef al. 2006, Souza et al. 2008,

Kretzschmar et al. 2009, Oliveira et al. 2013, DaMatta et al. 2016).

Entre os métodos de experimentacgdo para avaliar o efeito do aumento da concentragao
do CO; e de outros gases destacam-se os sistemas de cdmaras de topo aberto (OTC - Open Top
Chambers) e FACE (Free Air CO; Enrichment). As OTCs, por permitirem um maior controle
da concentracao atmosférica de CO,, possibilitam a utilizagdo de um maior nimero de faixas
de concentracdo deste gas. Porém, o microclima em seu interior € alterado quanto a temperatura,
umidade e radiagao solar, devido ao espaco limitado e pela estrutura de plastico que envolve as

estufas.

Assim, diversos autores tém questionado a influéncia de artefatos em ambientes
controlados de avaliagdo de respostas de plantas ao clima (Ghini 2005, Long ef al. 2006), sendo
que os resultados mais realistas sobre essas respostas sdo aqueles obtidos em experimentos com
estruturas do tipo FACE. Em tais experimentos, diferentes concentragdes de COz sdo aplicadas
sobre areas extensas de espécies cultivadas sob condigdes de manejo mais proximas das
condigdes reais de cultivo no campo (Ainsworth e Long, 2005). Nos ultimos 20 anos, esse tipo
de experimento tem permitido acompanhar o impacto de altas concentragdes de CO-
atmosférico (T[CO2]am) durante todo o ciclo de vida de plantas sob condi¢des mais
representativas das variagdes climaticas e ecoldgicas, especialmente no caso de cultivos
agricolas (Leakey et al. 2009). Experimentos com FACE no Brasil até o momento estdo ainda
em fase de ampliacdo. A Embrapa Meio Ambiente em Jaguariina-SP implantou a primeira
estrutura experimental do tipo FACE da América Latina por meio do programa ClimapestFACE
(ClimapestFACE 2011), o que tem viabilizado estudos importantes sobre efeitos do aumento

atmosférico de CO; sobre espécies de grande interesse ao agronegdcio brasileiro. Esses estudos
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encontram-se em andamento de forma integrada pela Embrapa em parceria com outras
institui¢des brasileiras. Dentre os cultivos agricolas selecionados para participacdo nesta
plataforma, encontra-se o cafeeiro, que ja apresenta alguns resultados iniciais sobre o impacto
das mudangas climdaticas no agronegdcio café (Ghini et al. 2015, Maluf et al. 2015, DaMatta et

al. 2016).

Efeitos de elevadas concentragoes de CO: sobre as relagoes hidricas e o metabolismo

fotossintético e acumulo de carboidratos

A T[CO2]atm, em geral, promove o crescimento das plantas e o incremento de biomassa
vegetal pelo aumento da taxa de fotossintese e da eficiéncia no uso da dgua (Long et al., 2004).
A T[CO2]am pode afetar os processos biologicos em diferentes niveis de organizagdo, sendo
que os controles fisiologicos e ecologicos sdo os estudados hd mais tempo (Ainsworth e Rogers,
2007). Em uma revisdo, compilando 124 trabalhos realizados em FACE, Ainsworth e Long
(2005) verificaram que as taxas fotossintéticas de plantas cultivadas em T [CO2]atm aumentaram
em média 28%. Em cafeeiro, estes indices foram ainda maiores, passando de 40% (DaMatta et
al. 2016). O estudo de Ainsworth e Long (2005) também mostra que ocorre reducdo na taxa de
condutancia estomatica de aproximadamente 20% e aumento na eficiéncia do uso da dgua em
até 50%. Em C. arabica, o cultivo em em T[COz]am resultou em um aumento da fotossintese
liquida da ordem de até 50%, no entanto sem mudancas significativas na condutancia

estomatica (Ghini et al. 2015).

O aumento nas taxas fotossintéticas e a melhora nas rela¢des hidricas observados nas
plantas cultivadas em T[CO2]am normalmente geram incrementos de biomassa e altura nestas
plantas, que sdo respectivamente 49% e 12% maiores do que nas plantas cultivadas em
atmosfera ambiente de CO; (Poorter e Pérez-Soba 2002, Ainsworth e Long 2005). Embora
dados de crescimento em C. arabica tenham sido variaveis, houve aumento de producao em

cafeeiros mantidos sob T[COx]am (Ghini ez al. 2015).

Nas condi¢des climaticas atuais, as alteragdes nas relacdes hidricas das plantas
respondem a sazonalidade da disponibilidade hidrica. No Brasil, onde o clima se caracteriza
predominantemente por verdes Umidos e invernos secos, os principais processos fisioldgicos
afetados pelo déficit hidrico sazonal sao a condutancia estomatica, a fotossintese do mesofilo
e, por extensdo, o crescimento das plantas. Entretanto, tais efeitos dependem da espécie
estudada bem como da intensidade e duragdo do déficit hidrico ao qual as plantas ficam
expostas (Chaves e Pereira, 1992). Essas respostas, aliadas as previsdes para esse século no

aumento da [COz]am. € nas mudancas no regime hidrico com aumento das secas sazonais,
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sugerem que havera uma modificagdo, na produtividade liquida e por extensdo na estrutura e
composi¢ao da vegetagao (IPCC, 2007) devido ao déficit hidrico. De fato, na natureza a
extensdo dos efeitos do déficit hidrico sobre as plantas dependem da intensidade e da duragao
do estresse, bem como da capacidade geneticamente determinada da espécie em lidar com o
meio ambiente. Ja estd bem estabelecido que a taxa de assimilacdo de carbono nas folhas ¢
suprimida sob déficit hidrico moderado ou mesmo quando hd queda na umidade do ar ou no
potencial hidrico do solo (Gollan ef al. 1986, Chaves 1991). Nesse caso, o controle estomatico
desempenha importante papel no controle das trocas gasosas quando o periodo de seca ¢

prolongado (Chaves, 1991).

De acordo com Jablonski et al. (2002), plantas cultivadas sdo mais responsivas ao
aumento na [CO2Jam do que plantas nativas, no entanto, as respostas diferem entre os diversos
grupos taxondmicos e funcionais, com importantes implicagdes no funcionamento futuro de
agrossistemas. Leakey et al. (2009) resumem seis principais constatacdes feitas a partir da
analise de diversos experimentos realizados em FACE ao longo de 20 anos: i) aumentos
substanciais na taxa fotossintética e producdo primaria liquida a despeito da regulacdo da
atividade da enzima rubisco; ii) aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio; iii) aumento da
eficiéncia hidrica; iv) estimulo das taxas de respiragdo noturna, via reprogramagio
transcricional do metabolismo; v) auséncia de estimulo direto sobre a fotossintese de plantas
C4 mas, indiretamente, aumento no rendimento liquido em carbono nas situagdes de deficiéncia
hidrica; vi) aumento do rendimento em cultivos agricolas menor do que o esperado. Os autores
observaram que, embora essas constatacoes tenham se baseado em sistemas cultivados, as

implicacdes para os sistemas naturais sao igualmente importantes.

No Nicleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica de Plantas, no Instituto de Botanica
de Sao Paulo, os primeiros trabalhos com plantas em atmosfera enriquecida de CO», de fato,
apontam para os efeitos positivos da T[CO2]am nas relagdes hidricas, fotossintese e crescimento.
Aidar et al. (2002) demonstraram que plantulas de Himenaea courbaril cultivadas sob
MCO2]am em condi¢des controladas, apresentaram aumento nas taxas fotossintéticas, area
foliar e biomassa, entretanto, pode ocorrer aclimatacdo fotossintética, mas ainda assim com
taxas mais elevadas daquelas cultivadas sob condic¢des atuais de [CO2]. De modo semelhante,
Souza et al. (2008) observaram para a cana-de-agucar (Saccharum ssp., graminea com
metabolismo fotossintético C4), que sob T[CO2]um 0s aumentos na fotossintese foram de até
60% e o acumulo de sacarose e biomassa total foram na ordem de 29% e 52% respectivamente.
Estes incrementos foram acompanhados por redugdes de até 30% na condutancia estomatica e

transpiracao e consequente aumentos de até 62% na eficiéncia do uso da agua. Nao obstante,
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Oliveira et al. (2010) demonstraram que plantas de Vernonia herbacea, uma espécie de
metabolismo fotossintético C3, nativa do cerrado, responderam positivamente a elevada
concentra¢do de CO», apresentando maior crescimento (40%), maior taxa fotossintética (63%),
incremento de biomassa aérea (32%) e, ao final do periodo de exposi¢do ao alto COo,
incremento de biomassa subterranea (47%) de rizoforos e consequentemente maior
produtividade de frutanos, principalmente de fruto-polissacarideos (39%). Para cafeeiro,
DaMatta et al. (2016) puderam consideram que as maiores taxas fotossintéticas (20-50%) sem
alteracdes na condutancia estomdtica resultam em maior eficiéncia no uso da agua e,
provavelmente, o0 méaximo bioquimico de capacidade da fotossintese ndo foi atingido nas

condicoes avaliadas.

Os efeitos positivos da T[CO2]am podem transcender os aumentos na eficiéncia do
processo fotossintético per se. O aumento do CO» atmosférico pode atuar mitigando os efeitos
negativos de fatores abioticos estressantes, tais como, aumentos de temperatura do ar e
alteragdes nos padrdes de precipitagdo, também esperados por consequéncia do efeito estufa
adicional, favorecendo a manutencao de altas taxas fotossintéticas ¢ acimulo de carboidratos.
Oliveira et al. (2013) demostraram em plantas de Viguiera discolor, outra espécie com
metabolismo fotossintético C3, também nativa do cerrado e acumuladora de carboidratos do
tipo frutanos, que a T[COx2]am mitigou os efeitos negativos do déficit hidrico favorecendo a
sobrevivéncia das plantas por longos periodos, a qual esteve associada @ manutengdo do status

hidrico, de altas taxas fotossintéticas e da reserva de frutanos das plantas.

No que diz respeito ao cafeeiro, nenhum trabalho neste sentido ainda foi realizado, a
despeito do fato de que no Brasil as estimativas dos modelos climaticos globais observados sao
de aumento nao uniforme na temperatura e diminui¢ao da precipitacdo (Hamada et al. 2008).
Alguns estudos sugerem que para o café as projecoes apontam reducdes de producao de até
92% nas regides atuais de cultivo brasileiras (Assad et al. 2007). No entanto estes estudos sao
baseados somente em alteragdes na temperatura média do ar e ndo consideravam os efeitos da
MCO2]am. Em plantas de metabolismo fotossintético C3, considera-se que a fotossintese

“coopera” com um cenario de T[CO2]am (Luo ef al. 2009, Ahuja et al. 2010).

Nao obstante a irrigag@o tem sido o principal fator que possibilita o estabelecimento do
cultivo do café¢ em regides marginais, de baixa altitude, com temperaturas superiores as
principais regides produtoras do grdo e € uma importante op¢ao de adaptacdo na cafeicultura

frente as mudancas climaticas (Camargo 2010, Ramirez-Villegas et al. 2012).

Dados iniciais também que a T[CO:]um promove aumento na produtividade e
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assimila¢do de carbono em cafeeiros, no entanto, estas medidas precisam ser integradas ao
longo do tempo e também levar em consideracdo bases metabolicas que concluem este
rendimento. Também ndo foi ainda suficientemente explorado como T[CO2]am X diferentes

disponibilidades hidricas podem alterar o acaimulo de carboidratos em C. arabica L.

Assim, medidas integradas ao longo do tempo, podem colaborar no melhor
entendimento da interagio T[CO2]um X diferentes disponibilidades hidricas sobre as relagdes

hidricas, trocas gasosas e sazonalidade no acimulo de carboidratos em C. arabica L.



19
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Ahuja, 1., de Vos, R.C., Bones, A.M. & Hall, R.D. 2010. Plant molecular stress responses

face climate change. Trends in plant science 15: 664-674.

Aidar, M.P.M., Costa, P.F., Martinez, C.A., Dietrich, S.M.C. & Buckeridge, M.S. 2002.
Effect of atmospheric CO2 enrichment on the establishment of seedlings of jatoba,

Hymenaea courbaril L. (Leguminosae, Caesalpinioideae). Biota Neotropica 2: 1-13.

Ainsworth, E.A. & Long, S.P. 2005. What have we learned from 15 years of free-air CO»
enrichment (FACE)? A meta-analytic review of the responses of photosynthesis,

canopy properties and plant production to rising CO2. New Phytologist 165: 351-372.

Ainsworth, E.A. & Rogers, A. 2007. The response of photosynthesis and stomatal
conductance to rising (CO2): mechanisms and environmental interactions. Plant, Cell

and Environment 30: 258-270.

Assad, E.D., Pinto, H.S., Zullo Jr., J. & Marin, F. 2007. Mudangas climaticas e agricultura:
uma abordagem agroclimatologica. Ciéncia e Ambiente 34: 169-182.

Braga, M.R., Aidar, M.P.M., Marabesi, M.A. & Godoy, J.R.L. 2006. Effects of elevated CO>
on the phytoalexin production of two soybean cultivars differing in the resistance to
stem canker disease. Environmental and Experimental Botany 58: 85-92.

Camargo, M.B.P. de. 2010. The impact variability and climate change on arabic coffee crop
in Brazil. Bragantia 69: 239-247.

Chaves, M.M. & Pereira, J.S. 1992. Water Stress, CO> and Climate Change. Journal of
Experimental Botany 43: 1131-1139.

Chaves, M.M. 1991. Effects of water deficits on carbon assimilation. Journal of Experimental
Botany 42: 1-16.

ClimapestFACE. 2011. Impactos das Mudancas Climaticas Globais sobre Problemas

Fitossanitarios. Disponivel em: www.macroprogramal.cnptia.embrapa.br/climapest>

DaMatta, FM. Godoy, A.G., Menezes-Silva, P.E., Martins S.C.V., Sanglard, L.M.V.P.,
Morais, L.E., Torre-Neto, A. & Ghini, R. 2016. Sustained enhancement of
photosynthesis in coffee trees grown under free-air CO; enrichment conditions:
Disentangling the contributions of stomatal, mesophyll, and biochemical limitations.

Journal of Experimental Botany 67: 341-352.

Ghini, R. 2005. Mudancas climaticas globais e doengas de plantas. Jaguariina: Embrapa Meio

Ambiente, 104 p.



20

Ghini, R., Torre-Neto, A., Dentzien, A.F.M., Gerreiro-Filho, O., Iost, R., Patricio, F.R.A.,
Prado, J.S.M., Thomaziello, R.A., Bettiol, W. & DaMatta, F.M. 2015. Coffee

growth, pest and yield responses to free-air CO2 enrichment. Climatic Change 132:
307-320.

Gollan, T., Richards, R.A., Passioura, J.B., Rawson, H.M., Munns, R. & Johnson, D.A.
1986. Soil water status affects the stomatal conductance of fully turgid wheat and
sunflower leaves. Australian Journal Plant Physiology 13: 459-464.

Hamada, E., Ghini, R., Fernandes, J.L., Pedro Jr, M.J. & Rossi, P. 2008. Spatial and

temporal variability of leaf wetness duration in the State of Sdo Paulo, Brazil. Scientia

Agricola 65: 26-31.

IPCC 2007. Intergovernmental Panel on Climate Change. The physical science basis:
Contribution of working group [ to the fourth assessment report of the

Intergovernmental Panel on Climate Change. New York, Cambridge University Press.

Jablonski, L.M., Wang, X. & Curtis, P.S. 2002. Plant reproduction under elevated CO>
conditions: a meta-analysis of reports on 79 crop and wild species. New Phytologist
156: 9-26.

Kretzschmar, F. S., Aidar, M. P. M., Salgado, I. & Braga. M. R. 2009. Elevated CO
atmosphere enhances production of defense-related flavonoids in soybean elicited by
NO and a fungal elicitor. Environmental and Experimental Botany 65: 319-329.

Leakey, A.D.B., Ainsworth, E.A., Bernacchi, C.J., Rogers, A., Long, S. P. & Ort, D.R. 2009.
Elevated CO2 effects on plant carbon, nitrogen, and water relations: six important
lessons from FACE. Journal of Experimental Botany 60: 2859-2876.

Long S.P., Ainsworth E.A., Rogers A. & Ort, D.R. 2004. Rising atmospheric carbon dioxide:
plants FACE the future. Annual Review of Plant Biology 55: 591-628.

Long, S.P., Ainsworth, E.A.; Leakey, A.D.B.; Nosberger, J. & Ort, D.R. 2006. Food for
thought: Lower-than-expected crop yield stimulation with rising CO, concentrations.

Science 312: 1918-1921.

Luo, R., Wei, H., Ye, L., Wang, K., Chen, F., Luo, L., Liu, L., Li, Y., Crabbe, M.J.C., Jin,
L., Li, Y. & Zhong, Y. 2009. Photosynthetic metabolism of C3 plants shows highly
cooperative regulation under changing environments: A systems biological analysis.

Proceedings of the National Academy of Sciences 106: 847-852.



21

Maluf, H.J.G.M., Ghini, R., Melo, L.B.B. de & Silva, C.A. 2015. Fertilidade do solo e estado
nutricional do cafeeiro cultivado em atmosfera enriquecida com CO2. Pesquisa
Agropecudria Brasileira 50: 1087-1096.

NOAA National Climatic Data Center, State of the Climate: Global Analysis for December
2017,  published on  line  January 2018,  disponivel  em: <
http://www.esrl.noaa.gov/gmd/ccgg/trends/>. Acesso em 10/01/2018.

Oliveira, V.F., Silva, E.A., Zaidan, L.B.P. & Carvalho, M.A.M. 2013. Effects of clevated
COz concentration and water deficit on fructan metabolism in Viguiera discolor Baker.

Plant Biology 15: 471-482.
Oliveira, V.F., Silva, E.A., Zaidan, L.B.P. & Carvalho, M.A.M. 2013. Effects of elevated

COz concentration and water deficit on fructan metabolism in Viguiera discolor Baker.

Plant Biology, 15: 471-482.

Oliveira, V.F., Zaidan, L.B.P., Braga, M.R., Aidar, M.P.M. & Carvalho, M.A.M. 2010.
Elevated CO; atmosphere promotes plant growth and inulin production in the cerrado

species Vernonia herbacea. Functional Plant Biology 37: 223-231.

Poorter, H. & Pérez-Soba, M. 2002. Plant growth at elevated CO>. In: Mooney, H.A. &
Canadell, J.G. (eds.). The Earth system: biological and ecological dimensions of global
environmental change, vol. 2. John Wiley & Sons, Ltd, Chichester. p. 489-496.

Ramirez-Villegas, J., Salazar, M., Jarvis, A. & Navarro-Racines, C.E. 2012. A way forward
on adaptation to climate change in Colombian agriculture: perspectives towards 2050.

Climatic Change, v.115, p. 611-128.

Solomon, S., Quin, B., Manning, M., Marquis, M., Averyt, K., Tignor, M.M.B., Miller JR,
H.L. & Chen, Z. 2007. Climate Change: The Physical Science Basis. Contribution of
Working Group I to the Fourth Assessment Report of the Intergovernmental Panel on
Climate Change Cambridge. 989p.

Souza, A P., Gaspar, M., Silva, E.A., Ulian, E.C., Waclawovsky, A.J., Nishiyama-Jr, M.,
Santos, R.V., Teixeira, M.M., Souza, G.M. & Buckeridge, M.S. 2008. Elevated CO>
increases photosynthesis, biomass, and productivity and modifies gene expression in

sugarcane. Plant, Cell and Environment 31: 1116-1127.



Capitulo 1 - Influéncia da alta concentra¢io atmosférica de CO: X disponibilidade
hidrica nas relagdes hidricas, trocas gasosas, crescimento e acimulo de carboidratos em

Coffea arabica L.
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RESUMO

O aumento na [CO;]am decorrente de atividades antropicas ndo constitui um evento
i1solado, sendo acompanhado por aumentos da temperatura média do ar e alteragcdes nos padrdes
de precipitacdo. Nas condigdes climaticas atuais, as alteracdes nas relagdes hidricas das plantas
sdo uma resposta a disponibilidade hidrica sazonal. No Brasil, o clima se caracteriza por verdes
umidos e invernos secos, sendo que, os principais processos fisioldgicos afetados pelo déficit
hidrico sazonal sdo a condutancia estomatica, a fotossintese e, por extensao, o crescimento das
plantas. O fato das plantas assimilarem carbono atmosférico por meio da fotossintese e pela
producdo de carboidratos, faz com que estudos sobre o crescimento, desenvolvimento e
metabolismo de plantas sob elevadas concentragdes de CO> recebam ampla atengdo. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da 1[CO2]am nas relacdes hidricas, trocas
gasosas ¢ acumulo de carboidratos em Coffea arabica. Cafeeiros foram cultivados sob duas
diferentes [CO2]am (400 e 760 ppm) e submetidos a dois regimes hidricos: rega diaria e ciclos
de suspensdo de regas por 7, 10, 14 e 37 dias, seguidos de reidratacdo diaria por 7 dias.
Alteracdes significativas no potencial hidrico foram observadas nas plantas sob restri¢ao hidrica
a partir do 10° dia com recuperacao total apos a reidratacdo. As 4 foram maiores nos cafeeiros
cultivados sob 1[CO2]am, mesmo sob restri¢ao hidrica se comparadas aos demais tratamentos.
Cafeeiros cultivados em 1[COz]am € restricdo hidrica ndo apresentaram diminui¢do nos teores
de carboidratos em comparagdo aos cultivados sob 1[COz]am € rega diaria. Entretanto, em
plantas sob 400 ppm CO; e restricao hidrica, redugdes significativas nos teores de agucares,
principalmente em folhas, foram observadas. Os teores de amido ndo alteraram em resposta aos
tratamentos de CO; e 4gua. Aumento no nivel de prolina foi observado no inicio da restricao
hidrica retornando a niveis basais ao longo do experimento. Nossos resultados apontam para o
efeito mitigador do 1[CO2]am sobre o déficit hidrico por meio da manutencao no acumulo de

carboidratos das plantas de caf€.

Palavras-chave: Déficit hidrico, Fotossintese, Mudancas climaticas.
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ABSTRACT

The increase in atmospheric CO> concentration due to anthropogenic activities is not an
isolated event and is accompanied by increases in mean air temperature and changes in
precipitation patterns. Under current climatic conditions, changes in the water relations in plants
are a response to seasonal water availability. In Brazil, the climate is characterized by wet
summers and dry winters, and the main physiological processes affected by the seasonal water
deficit are stomatal conductance, photosynthesis and, by extension, plant growth. The fact that
plants assimilate atmospheric carbon through photosynthesis and the production of
carbohydrates makes studies about the growth, development and metabolism of plants under
high concentrations of CO» receive a lot of attention. This work aimed to evaluate the combined
effects of 1[CO2]am and water availability on water relations, gas exchange and carbohydrate
accumulation in Coffea arabica. Coftee plants were maintained under 400 and 760 ppm of CO>
in open top chambers. In each [COz]am plants were divided in two groups and submitted to the
following water regimes: daily watered and water withholding cycles of 7, 10, 14 and 37 days,
followed by daily rehydration for 7 days. Significant changes in leaf water potential (‘W foliar)
was observed in plants under water suppression from the 10th day on in both treatments with
total recovering after rehydration. 4 was higher in plants grown under 1[COz]atm, €ven under
water restriction, compared to the other treatments. No changes in the leaf carbohydrate
contents was observed in plants maintained under 1[CO2]am and water restriction when
compared to 1[CO2]am and daily watered treatment. However, under 400 ppm CO; and water
restriction significantly decreases in sugar content, mainly in leaves, were observed. Starch
contents did not change in response to CO, and water treatments. Increase in leaf proline
contents were observed at the beginning of water restriction, returning to basal levels
throughout the experiment. Our results pointed to a mitigating effect of CO2 on water deficit,

through the maintenance of carbohydrate accumulation in leaves and roots of coffee plants.

Keywords: Climate changes, Photosynthesis, Water stress.
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Introduciao

A concentragdo atmosférica de didxido de carbono [CO2]am tem aumentado nos altimos
dois séculos, devido principalmente as emissdes associadas a queima de combustiveis fosseis e
da cobertura florestal. As medigdes confirmam que a propor¢do de [CO:], dentre os gases
atmosféricos, aumentou globalmente de 280 ppm na era pré-industrial para 379 ppm em 2005
e, atualmente, ja esta acima de 400 ppm (NOAA 2017). Este fato, associado ao potencial que
as plantas possuem de assimilar carbono atmosférico por meio da fotossintese e da produgao
de compostos de carbono, faz com que estudos sobre o crescimento, desenvolvimento e
metabolismo de plantas sob elevadas [CO:z]am recebam ampla atencdo (Long & Bernarcchi

2003, Braga et al. 2006, Kretzschmar et al. 2009, Oliveira et al. 2013).

O aumento na [CO:z]am pode afetar os processos biologicos em diferentes niveis de
organizacdo, sendo que os controles fisioldgicos e ecologicos sdo os estudados hd mais tempo
(Ainsworth & Rogers 2007). Ainsworth & Long (2005) verificaram que as taxas fotossintéticas
de plantas cultivadas em alta concentragio atmosférica de CO2 (T[COz]am) aumentaram em
média 28%, reducdes nas taxas de condutancia estomatica de aproximadamente 20% e aumento
na eficiéncia do uso da 4gua em até 50%. O aumento nas taxas fotossintéticas e a melhora nas
relagdes hidricas observados nas plantas cultivadas em 1[CO2]am normalmente geram
incrementos de biomassa e altura nestas plantas, que sao respectivamente 49% e 12% maiores
do que naquelas cultivadas em [COz]am ambiente (Poorter & Pérez-Soba 2002, Ainsworth &
Long 2005). Nao obstante, Oliveira ef al. (2010) demonstraram que plantas de Chrysolaena
obovata, espécie C3 nativa do cerrado, responderam positivamente a elevada concentracao de
CO», apresentando maior crescimento (40%), maior taxa fotossintética (63%), incremento de
biomassa aérea (32%) e, ao final do periodo de exposigdo ao alto CO;, incremento de biomassa

subterranea (47%) de rizoforos e consequentemente maior produtividade de carboidratos.

Nas condicdes climaticas atuais, as alteracdes nas relagdes hidricas das plantas sdao uma
resposta a disponibilidade hidrica sazonal. No Brasil, onde o clima se caracteriza
predominantemente por verdes Umidos e invernos secos, os principais processos fisiologicos
afetados pelo déficit hidrico sazonal sdo a condutancia estomatica (gs), a fotossintese (4) e, por
extensdo, o crescimento das plantas. Entretanto, tais efeitos dependem da espécie estudada bem
como da intensidade e duragdo do déficit hidrico ao qual as plantas ficam expostas (Chaves &
Pereira 1992). Essas respostas, aliadas as previsdes para esse século de aumento da [COz]am €
nas mudangas no regime hidrico com aumento das secas sazonais, sugerem que haverd uma
modificacdo na produtividade liquida e, por extensdo, na estrutura e composi¢ao da vegetacao

(IPCC 2007) e da areas adequadas aos diversos cultivos, entre ele o café, devido ao déficit
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hidrico. De fato, na natureza, a extensao dos efeitos do déficit hidrico sobre as plantas depende
da intensidade e da duracdo do estresse, bem como da capacidade geneticamente determinada
da espécie em lidar com o meio ambiente. Ja estd bem estabelecido que a taxa de assimilagao
de carbono nas folhas ¢ suprimida sob déficit hidrico moderado ou mesmo quando ha queda na
umidade do ar ou no potencial hidrico do solo (Gollan et al. 1986, Chaves 1991). Nesse caso,
o controle estomatico desempenha importante papel no controle das trocas gasosas quando o

periodo de seca ¢ prolongado (Chaves 1991).

Os efeitos positivos da 1[COz]am podem transcender os aumentos na eficiéncia do
processo fotossintético per se. O aumento na [COzJam pode atuar mitigando os efeitos negativos
de fatores abioticos estressantes, tais como, aumentos de temperatura do ar e alteragcdes nos
padrdes de precipitagdo, também esperados por consequéncia do efeito estufa adicional,

favorecendo a manuten¢do de altas taxas fotossintéticas ¢ acimulo de carboidratos.

No que diz respeito ao cafeeiro, pouco trabalho neste sentido ainda foi realizado, a
despeito do fato de que no Brasil as estimativas dos modelos climaticos globais observados sdo
de aumento nao uniforme na temperatura e diminuicao da precipitagdo (Hamada et al. 2008).
Alguns estudos sugerem que, para o café, havera redugdes na produtividade de até 92% nas
regides brasileiras atuais de cultivo (Assad et al. 2007). Nao obstante, a irrigagdo tem sido o
principal fator que possibilita o estabelecimento do cultivo do café em regides marginais, de
baixa altitude, com temperaturas superiores as principais regides produtoras do grao sendo uma
importante op¢ao de adaptacdo na cafeicultura frente as mudangas climaticas (Camargo 2010,

Ramirez-Villegas et al. 2012).

Assim, medidas integradas de pardmetros ecofisioldgicos e bioquimicos ao longo do
tempo, podem colaborar no melhor entendimento da interagdo entre T[CO2]am com diferentes
disponibilidades hidricas sobre as relagdes hidricas, trocas gasosas e bioquimica de carboidratos
em C. arabica. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito conjunto da T[CO2]am
e de diferentes periodos de disponibilidade de 4gua no solo, nas relagdes hidricas, trocas
gasosas, acumulo de carboidratos e osmorreguladores em plantas de café sob condi¢des de

cultivo em camaras de topo aberto.
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Material e Métodos

Material Vegetal e Condi¢oes de Cultivo: Mudas de Coffea arabica var. Catuai
vermelho TAC-144 com 8 meses de idade foram transplantadas individualmente para vasos
plésticos de sete litros, contendo substrato Biomix Mudas e Plantio e separadas em quatro lotes,
cada um contendo 21 plantas. Estes lotes foram entdo distribuidos em quatro camaras de topo
aberto (OTC) de 1,5m de diametro e 2,0m de altura, providas de sistema de circulagdo de ar e
instaladas no interior de Casa de Vegetagao do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica
do Instituto de Botanica (figura 1.1). Dois lotes foram mantidos em duas OTCs (21
plantas/OTC) com atmosfera ambiente de 400 ppm de CO», enquanto outros dois lotes foram
mantidos em outras duas outras OTCs a 760 ppm de CO», por meio de inje¢do de gas a partir
de cilindro de CO; comprimido acoplado ao sistema. As plantas permaneceram nessas

condi¢des atmosféricas de CO; e foram regadas diariamente por 30 dias.

Figura 1.1. (A) Vista geral das quatro OTCs instaladas no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e
Bioquimica do Instituto de Botanica. (B) Plantas de C. arabica ¢ os sensores de monitoramento
da radiacdo solar, temperatura e umidade relativa no interior da camara.

Um lote com 21 plantas cultivadas em [CO2]am ambiente (400 ppm de CO.) e outro
cultivado em 1[CO2]am (760 ppm de CO) foram submetidos aos seguintes regimes de
suspensao de regas: dois ciclos de 7 e dois de 10 dias sem rega, seguidos de um ciclo de 14 dias
e outro de 37 dias sem rega. Apds esse periodo, as plantas restantes foram submetidas a
recuperacdo hidrica com regas diarias por 7 dias, totalizando 92 dias de experimento. Sendo os

seguintes tratamentos: 400 ppm CO> Regado, 400 ppm CO> Nao Regado, 760 ppm CO; Regado
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e 760 ppm CO; Nao Regado (figura 1.2).

H 400 ppm CO,
400 ppm CO, Néo Regado

7 dias 7 dias ‘ 10 dias ‘ ’ 10 dias 14 dias ‘ 37 dias ‘

Regas diérias (7

(restricéo) (restricao) (restricao) (restricao) (restricao) (restricéo) dias)

400 ppm CO,
Regado
(regas diarias)

760 ppm CO,

760 ppm CO,
Néo Regado
7 dias
(restricao)

7 dias 10 dias 10 dias 14 dias 37 dias Regas diérias (7
(restricao) (restricao) (restricao) (restricao) (restricao) dias)

760 ppm CO,
Regado
(Regas diarias)

Figura 1.2. Esquema de coletas e disposicdo dos tratamentos sob diferentes concentragdes de CO- e
disponibilidade hidrica no experimento em camaras de topo aberto.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2, sendo duas concentragdes atmosféricas de CO> (400 e 760 ppm CO») e dois
regimes hidricos (regas diarias e suspensao de regas), num total de quatro tratamentos. Todos
os parametros avaliados e as coletas de material vegetal (folhas e raizes) para as andlises
bioquimicas foram realizados ao final de cada ciclo de rega, eliminando-se 3 plantas em cada

tempo de coleta, num total de 7 coletas.

Analises  Ecofisiologicas: As condigdes edafoclimaticas foram monitoradas
continuamente nos interiores das OTCs utilizando-se um sistema constituido de sensores de
monitoramento continuo da temperatura (T °C) e umidade relativa (UR) do ar (107 L em abrigo
41303-5A, Campbell Sci.), radiacdo fotossinteticamente ativa - RFA (Li-190SB, Li-Cor) e
controle da concentragdo de CO2, utilizando analisador de gases no infravermelho (IRGA -
WMA-4, PPSystem). Os dados foram coletados a cada 15 minutos e armazenados em
Datalogger (CR1000, Campbell Sci.) utilizando o Software de controle do sistema (Datalogger
Suport Software PC400 1.5, Campbell Sci.).

Potencial Hidrico Foliar (W foliar) e Teor Relativo de Agua: O Wy foliar foi medido
sob condicdes de campo, em trés folhas completamente expandidas do terceiro par a partir do
apice de ramos plagiotropicos, no periodo da antemanha (entre 5:00 ¢ 6:00 h), utilizando-se

uma bomba de pressdo tipo Scholander (model 1000, PMS Instrument Co). O teor relativo de
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agua nas folhas foi determinado conforme descrito por Weatherley (1950).

Taxa de assimilagdo liguida do carbono (A): A fotossintese liquida (4, pmol CO2 m? s~
1, a condutancia estomatica (g5, mol m? s!), a taxa de transpiragdo foliar (Efoliar, pmol H2O m?
s!) e a concentracdo interna de CO: (ci, ppm de CO») foram determinadas em trés folhas
completamente expandidas do terceiro par a partir do apice de ramos plagiotropicos. A analise
foi realizada no periodo da manha (entre 08:30 e 11:30 h), utilizando-se o analisador de gases
a infravermelho portatil (IRGA - LCPro SD, ADC), sob concentragdoes de CO> em 400 ppm e
550 ppm e intensidade luminosa de 600 pumol fotons m? s (Silva et al. 2004). A partir dos
dados de trocas gasosas, foi estimada a eficiéncia transpiratdria foliar, dada pela razdo entre 4

(& Ef()liar (ETfoliar - Mmol C02 1’1’11’1101'1 HZO).

Analise de crescimento: Para cada periodo de coleta, trés plantas de cada tratamento
foram avaliadas a altura da parte aérea (cm), nimero de folhas, 4rea foliar total (AFT, cm?) e
massas de matéria fresca e seca (MF e MS, g) de folhas, caules e raizes. A area foliar total foi
determinada utilizando um medidor de area foliar (Li-3000, Li-Cor.). A massa de matéria seca
foi obtida apos secagem em estufa a 70 °C por 72 horas e pesadas em balanca analitica (BL

3200H, Shimadzu Corporation).

Andlises colorimétricas: Amostras de folhas e raizes (3 g MF) das plantas de café nos
diferentes tratamentos foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido e posteriormente
liofilizadas (ModulyoD freezer Dyer 5 L, Thermo Electron). As amostras foram entdo separadas
em aliquotas com 0,5 g e submetidas a extracao exaustiva em etanol 80% a 80 °C por 15 minutos
por 4 vezes, obtendo-se os extratos para dosagens de carboidratos e prolina. Os extratos
etandlicos de cada extra¢do individual foram reunidos, concentrados em rotavapor (modelo r-
215, Buchi) a 40 °C e ressuspensos em 15 ml de dgua destilada. As solu¢des aquosas resultantes
foram mantidas a -20 °C até que se procedesse as dosagens (Carvalho et al. 1998). Os residuos
resultantes da extragcdo etandlica foram liofilizados e utilizados para extracdo e dosagem de

amido.

A quantificagdo dos agtlicares soluveis totais (AST) nos extratos aquosos foi realizada
através do método do fenol sulfurico (Dubois et al. 1956). A leitura da absorbancia realizada
em espectrofotometro (SP-22, Biospectro) com comprimento de onda em 490 nm. O contetido
de agucares redutores (AR) foi determinado segundo método Somogyi-Nelson (Somogyi 1945)
a 520 nm. O célculo da quantificacdo de AST e AR foi realizado utilizando-se a equagao da reta
obtida a partir da curva padrio construida utilizando-se 100 pg ml™!' de glicose (Sigma) como

padrao.
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A quantificacdo de amido foi realizada no residuo da extragdo etanolica conforme
método enzimatico proposto por Amaral et al. (2007). O teor de glucose foi determinado em
leitor de microplacas de ELISA (KC4, Biotek Instruments) a 490 nm. A curva padrao foi feita

com solugdo de glicose (Sigma).

A prolina livre (Pro) foi quantificada nas fra¢des etanolicas obtidas e reunidas apos a
extracdo de carboidratos soluveis, segundo método proposto por Bates et al. (1973) a 520 nm,

tendo 100 pg ml™!' de L-prolina (Synth) como padrio.

Analises de carboidratos por Cromatografia liquida de alta performance por troca
anionica/ Detector de pulso amperométrico - HPAEC/PAD: Aliquotas de 2 ml de cada amostra
composta foram submetidas a purificagdo em colunas de trocas idnicas, utilizando as resinas
cationica Dowex 50x8 (100-200 mesh) e anionica Dowex 1x8 (52-100 mesh). A elui¢ao dos
acucares foi feita com agua deionizada e as amostras recolhidas das colunas de troca idnica
tiveram seu pH ajustado para 7,0 com hidréxido de amonio (0,4 M). Apds o ajuste do pH de
cada amostra, estas foram liofilizadas e ressuspensas em 2,0 ml de 4gua deionizada. Em
seguida, uma nova dosagem dos AST pelo método fenol-sulfirico (Dubois et al. 1956) foi
realizada para ajustar a concentragio de cada amostra para 400 pg ml™! (Carvalho et al. 1997).
Foram realizadas andlises por cromatografia de troca anidnica de alta resolu¢do com detector
de pulso amperométrico (HPAEC/PAD) em coluna Carbo-Pac PA1 em sistema Dionex ICS
3000 (Dionex, Thermo Scientifc, USA). Os monossacarideos foram eluidos isocraticamente
com 150 mM de hidréxido de sédio, com fluxo de 0,25 ml min™! e identificados por comparagio
dos tempos de eluicdo com padrdes comerciais de mio-inositol, glicose, frutose e sacarose. O

tempo de corrida foi de 55 minutos.

Analise Estatistica: Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
variancia utilizando o pacote estatistico BioEstat 5.3, sendo todo e qualquer contraste entre
médias avaliado pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. Para cada tempo de

coleta considerou-se trés repetigdes por tratamento (n=3).
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Resultados e Discussao

A radiagdo fotossinteticamente ativa (RFA), a temperatura (°C) e a umidade do ar (%) e
a [COz2]atm no interior das OTCs ao longo do periodo experimental (figura 1.3) foram em média,
428 £ 131 (umol fotons m? s, 22 £ 3 (°C), 70 £ 12 (%), 700 + 59 nas cAmaras com inje¢do de
CO2 e 458 + 32 ppm nas camaras sem inje¢do extra de CO2, ([COz]am, ppm), respectivamente.
Estes parametros demonstram que as RFA ficaram proximas ao ponto de saturagao luminoso
da fotossintese do cafeeiro que é de 600 pmol fotons m? s!, a temperatura do ar manteve-se
dentro da faixa considerada 6tima para o crescimento das plantas de café (Alegre 1959, Silva
=400 e =760 ppm CO> para as

et al. 2004) e as [COz]am se mantiveram na faixa proposta, i.e.

condi¢des de ambiente e elevado CO, respectivamente.
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Figura 1.3. Valores médios de radiagio fotossinteticamente ativa (RFA, pmol fotons m? s™'), temperatura
do ar (°C), umidade relativa do ar (UR, %) e concentra¢do de CO, atmosférico ([CO:], ppm)
monitorados no interior das OTCs instaladas no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e
Bioquimica do Instituto de Botanica.

O Wy foliar (figura 1.4) foi sempre menor nas plantas submetidas a suspensao das regas,
quando comparadas as plantas submetidas a regas diarias, independente da [CO2]am, sendo as
diferencas significativas observadas somente a partir dos ciclos com 10, 14 e 37 dias sem rega.

Destaca-se que os valores de Wy foliar Nas plantas sob restri¢ao hidrica ndo ultrapassaram -1,0



32

MPa, ndo evidenciando aspectos visiveis de deficiéncia hidrica nas plantas. Valores
semelhantes de W foliar foram observados em cafeeiros irrigados sob condi¢des de campo com
atmosfera ambiente de CO; e submetidos a suspensao de irrigagdo por 30 dias em trés diferentes
regides edafoclimaticas no estado de Sao Paulo (Silva et al. 2010), que apresentaram Wy foliar

minimos de -0,9 MPa.
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Figura 1.4. Potencial hidrico (W rina, MPa) e teor relativo de agua (TRA, %) em folhas de C. arabica
submetidas aos tratamentos: 0: 400 ppm CO; Regado, =: 400 ppm CO, Nao Regado, m: 760
ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO> Nao Regado. A seta indica o retorno das regas didrias nos
tratamentos sob restri¢do hidrica. Barras indicam o desvio padrao da média (n=3). Médias

seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5%
de probabilidade.

Diferente do Ww foliar, as reducdes nos teores relativos de agua (figura 1.4) das plantas
submetidas aos ciclos de restri¢ao hidrica, independente do tratamento de CO., foram sempre
significativas, quando comparadas as plantas sob rega diaria, o que sugere que as alteragdes no
Wy foliar S€ deveram principalmente as variagcdes no conteudo volumétrico de agua das plantas
imposto pelos ciclos de restricdo hidrica. Nao obstante, o retorno da rega didria nas plantas
submetidas a restri¢ao hidrica foi suficiente para aumentar o ‘W foliar € TRA nas folhas, a valores

semelhantes aos das plantas regadas diariamente em ambos os tratamentos de CO».
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As taxas de A4 foram sempre maiores em plantas cultivadas sob 1[CO2]am,

independentemente da disponibilidade hidrica. Observa-se na figura 1.5 que mesmo em plantas

submetidas aos diferentes ciclos de suspensao de rega, os valores de 4 foram sempre maiores,

com diferengas significativas ao longo do experimento evidenciando o efeito benéfico da

elevada [COz]am na fotossintese dos cafeeiros, mesmo sob condi¢des de déficit hidrico. Os

indices de g5 e Erliar Nd0 apresentaram variagdes significativas entre os tratamentos, com

excecao das plantas submetidas ao ciclo de 37 dias sem reposi¢ao hidrica, na qual verificou-se

menor valor de g;. DaMatta et al. (2016) demonstraram em cafeeiros cultivados sob condigdes

de campo, em sistema de enriquecimento de CO; ao ar livre, que o 7[COz]am propiciou

aumentos significativos nas taxas fotossintéticas das plantas, com pequenas variagdes na gs.
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Figura 1.5. Fotossintese (4, pmol CO, m? s'), condutincia estomética (g;, mol m? s'), transpiragdo
foliar (Efliar, pmol H,O m? s™) e concentragdo interna de CO; (ci, ppm de CO,) sob intensidade
luminosa de 600 pmol fotons m* s, em folhas de C. arabica submetidas aos seguintes

tratamentos: 0: 400 ppm CO; Regado,

: 400 ppm CO> Nao Regado, m: 760 ppm CO, Regado,

m: 760 ppm CO, Nao Regado. A seta indica o retorno das regas didrias nos tratamentos sob
restricdo hidrica. Barras indicam o desvio padrdao da média (n=3). Médias seguidas por
mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade.

Para Ainsworth & Rogers (2007), a alta disponibilidade de CO; atmosférico acresce o

gradiente de difusdo desse gés, da atmosfera para os cloroplastos, e, assim, estimula taxas
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fotossintéticas maiores que podem ser obtidas com baixas taxas de g € Efoliar O que por seu turno
promovem aumentos na eficiéncia do uso da agua. De fato, nossos resultados demonstram
significativos aumentos na concentragao interna de CO» (ci) das plantas de café cultivadas em
1CO2]atm mesmo quando sob restri¢ao hidrica (figura 1.5). Este comportamento associado as
pequenas variagdes observadas na gy € Efliar, podem explicar os aumentos pontuais na ETfoliar
(figura 1.6), principalmente nos ciclos de maior restricao hidrica. De acordo com van der Sleen
et al. (2015), as altas concentragdes de CO, aumentam as taxas fotossintéticas, bem como a

eficiéncia no uso da 4gua em plantas tropicais, como € o caso do café.
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Figura 1.6. Eficiéncia transpiratoria foliar (ETfoliar, pmol CO> mmol! H>O) em folhas de C. arabica
submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, =: 400 ppm CO;, Nao Regado,
m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO; Nao Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restri¢ao hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3).
Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.

A 1[CO2]am € a restrigao hidrica imposta durante o periodo experimental de 90 dias, ndo
permitiu diferenciar o crescimento das plantas entre os diferentes tratamentos (figuras 1.7 e
1.8). O mesmo foi examinado por Martins et al. (2015) que cultivaram C. arabica e C.
canephora sob diferentes condi¢des de [CO2]am (380 € 700 ppm), segundo esses autores, nao
verificou-se diferencas em relagdo a altura da planta, nimeros de folhas e area foliar ao longo
de 90 dias de exposicdo as diferentes [CO2], entretanto, apos esse periodo puderam conferir
maior vigor vegetativo dos cafeeiros cultivados sob 1[COz]am € que a “fertiliza¢do de carbono”

podera ter efeitos benéficos para o crescimento dos cafeeiros.

Interessante destacar que no ciclo de 37 dias, ocorreu aumento substancial no nimero
de folhas e consequentemente maior area foliar total. Segundo Favarin et al. (2002), a area
foliar de uma cultura € um importante parametro indicativo de produtividade, na qual o processo

fotossintético depende taxa fotossintética por unidade de area foliar e da captagdo de energia
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luminosa e conversdo em energia quimica. Aspectos estes que sdo influenciados pelas

caracteristicas da copa e da dimensao do sistema fotoassimilador.

A exemplo do observado para a AFT, o ganho de MF e MS de folhas, caules e raizes
(figura 1.8) ndo se diferenciou entre os tratamentos, mesmo sob 7[COz]am quanto para as
restrigdes hidricas impostas. Interessante observar para os valores de MS total, que os cafeeiros
submetidos ao déficit hidrico apresentaram valores médios mais elevados quando comparados
aos cafeeiros mantidos sob hidratagdo diaria, além disso verificou-se um aumento significativo
nos valores de massa seca total nas plantas cultivadas sob 1[CO2]am € restri¢ao hidrica no ciclo

de 37 dias sem agua.
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Figura 1.7. Altura da parte aérea (cm), niimero de folhas e area foliar total (cm?) de plantas de C. arabica
submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, =: 400 ppm CO, Nao Regado,
m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO; Nao Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restri¢ao hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3).

Nenhuma média entre os tratamentos diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.
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Areducao na AFT pode ser uma importante estratégia para as plantas sob déficit hidrico,
por reduzir a superficie transpirante permitindo reestabelecer um balango com a superficie
absorvente em contato com o solo. Consequentemente leva a reducdes nas taxas fotossintéticas
refletindo na queda na produgdo de biomassa total da planta (Ashraf & Foolad 2007, Mahajan
& Tuteja 2005, Brevendan & Egli 2003). Entretanto, verificou-se nesse experimento, aumentos
no numero de folhas e area foliar total no ciclo de 37 dias, onde concomitantemente foi
observado quedas na g, Eniiar € A (figura 1.5) principalmente nos cafeeiros cultivados sob
déficit hidrico. Importante ressaltar que nesse periodo do experimento foi observado
temperatura média do ar acima de 25 °C e umidade relativa do ar em média a 55 %.
Considerando que a temperatura média 6tima para o cultivo de cafeeiros arabica esteja entre
18-21 °C (Alegre 1959), e que aumentos na temperatura do ar acelera o processo fisico da
transpiragdo e portanto aumenta a perda de agua pelas folhas, se observou valores de W foliar Na
ordem de -0.7 a -1.0 MPa nos cafeeiros cultivados sob restri¢ao hidrica apds o ciclo de 37 dias
de regas (figura 1.4), onde também verificou-se diminui¢do na gs e por consequéncia, quedas
nos valores de Efiliar € 4. Importante ressaltar que nesse ciclo de 37 sem rega, os cafeeiros
cultivados sob tratamento 760 ppm CO> Nao Regado apresentaram as menores taxas de gse
Efoliar, mas taxas fotossintéticas niveladas com os cafeeiros cultivados sob [CO2]am atuais e

disponibilidade hidrica, o que favoreceram para essas plantas altas taxas de ETfotiar.
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Figura 1.8. Medidas de massa fresca (MF, g) e massa seca (MS, g) foliar, caulinar, radicular e total de
plantas de C. arabica submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, =: 400
ppm CO; Nao Regado, m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO, Nao Regado. A seta indica
o retorno das regas diarias nos tratamentos sob restricdo hidrica. Barras indicam o desvio
padrdo da média (n=3). Nenhuma média entre os tratamentos diferiram estatisticamente pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A disponibilidade hidrica associada as concentragdes atmosféricas dos tratamentos 400
e 760 ppm de CO: influenciaram o acumulo de carboidratos nos cafeeiros. Como mostrado na
figura 1.9, foi observada diminuicao significativa nos teores de AST e AR nas folhas dos
cafeeiros cultivados sob [COz]am de 400 ppm e restricao hidrica, e diminuigdo significativa nos

teores de AR nas folhas dos cafeeiros cultivados sob 1[COz]am de 760 ppm de CO». Por outro
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lado, os teores de AST nas raizes dos cafeeiros ndo diferiram significativamente entre os

tratamentos ao longo do experimento, com exce¢ao das plantas sob concentragao de 400 e 760

ppm de CO; e restrigao hidrica no primeiro ciclo de 7 dias e 14 dias sem rega, respectivamente,

nas quais foram observadas redugdes nos teores de AST. Entretanto, a reidratagdo por 7 dias

com rega didria nos tratamentos sob suspencao hidrica nao foi suficiente para equiparar os

niveis de AST a aqueles das plantas regadas diariamente. Os menores niveis desses carboidratos

podem indicar a pronta utilizagdo destes na manutengao do crescimento dessas plantas.
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Figura 1.9. Conteudo de aglcares soluveis totais e aglicares redutores (ASTrima, mg g MS) e raizes
(ASTriz, mg g MF) em folhas de C. arabica submetidas aos seguintes tratamentos: o: 400

ppm CO; Regado,

: 400 ppm CO; Nao Regado, m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO;

Nao Regado. A seta indica o retorno das regas diarias nos tratamentos sob restri¢do hidrica.
Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3). Médias seguidas por mesmas letras ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Verificou-se aumento nos teores de amido (figura 1.10) em folhas, no inicio do

experimento, e tendéncia de acimulo desse carboidrato nas raizes dos cafeeiros cultivados sob

T[CO2]atm. A redugdo nos niveis AST sob condi¢des de deficiéncia hidrica pode indicar baixo

potencial osmorregulador das plantas, nas quais, possivelmente esta diminui¢ao esta associada

ao consumo destes compostos para a manutengdo da sobrevivéncia, enquanto que, os AR
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compdem formas de carboidratos facilmente mobilizaveis para a produ¢do de energia, que sao
altamente higroscopicos e apresentam 6tima fungdo osmorreguladora (Buckeridge et al. 2000,

Melo et al. 2007, Whittaker et al. 2007).
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Figura 1.10. Contetido de amido em folhas (mg g! MS) e raizes (mg g MF) em folhas de C. arabica
submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO; Regado, =: 400 ppm CO, Nao Regado,
m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO, Nédo Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restri¢ao hidrica. Barras indicam o desvio padrao da média (n=3).
Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.

A analise qualitativa dos carboidratos soluveis neutros por HPAEC/PAD em folhas de
C. arabica (figura 1.11) demonstrou a presenga de mio-inositol, glucose, frutose e sacarose,
como principais agucares soluveis. O teor de mio-inositol pouco se alterou ao longo do
experimento nos diferentes tratamentos impostos nas plantas, tendo apenas aumento no
cafeeiros cultivado sob 1[CO2]am € restricdo hidrica. Porém, pode-se observar para os agticares
redutores, glicose e frutose, aumento no segundo ciclo de 10 dias para as plantas regadas
diariamente. E ao final do experimento, apds retorno da rega didria nos cafeeiros sob restricao
hidrica, os niveis desses aglicares foram praticamente os mesmo entre os tratamentos. Por outro

lado, o teor de sacarose pouco se alterou nos cafeeiros cultivado sob 1[COz]am € restricdo
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hidrica, mas mantiveram-se elevados nos demais tratamentos principalmente nas plantas

cultivadas sob regas diarias.
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Figura 1.11. Contetido de Mio-Inositol, Glicose, Frutose e Sacarose (ug g' MS) em folhas de C. arabica
submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, : 400 ppm CO;, Nao Regado,
m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO; Nao Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restri¢ao hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3).
Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.

Os niveis de prolina (Pro) (figura 1.12) aumentaram nas folhas dos cafeeiros sob
restricdo hidrica apenas no inicio da suspensdo das regas, o que pode indicar a manuten¢do do
alto Ww foliar (figura 1.3) verificado no periodo. Todavia, os niveis de Pro foram baixos no
decorrer da imposicao da deficiéncia hidrica. O acimulo de Pro, em muitos casos, ¢ tomado
como indicador de tolerancia ao déficit hidrico, entretanto, segundo Maestri et al. (1995), o
aumento nos niveis deste aminoacido, ndo se correlaciona satisfatoriamente com a tolerancia a
seca em varias cultivares de café arabica. Com efeito, nossos resultados demonstram, mesmo

em plantas mantidas sob 7[COz]am que o ajuste osmotico, frequentemente observado como
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mecanismo de resposta as condigdes de seca em muitas espécies, ndo parece ser um mecanismo

relevante no cafeeiro (DaMatta & Ramalho 2006, Silva et al. 2010).
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Figura 1.12. Conteudo de prolina em folhas (mg g MS) e raizes (mg g"' MF) de plantas de C. arabica
submetidas aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, : 400 ppm CO;, Nao Regado,
m: 760 ppm CO; Regado, m: 760 ppm CO, Nao Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restri¢ao hidrica. Barras indicam o desvio padrao da média (n=3).
Meédias seguidas por mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel

de 5% de probabilidade.

Em conclusdo nossos resultados demonstram que as respostas de curto prazo de plantas

de café submetidas a atmosfera enriquecida de CO> sob condi¢des de camaras de topo aberto

apontam para o efeito mitigador do CO, sobre o déficit hidrico, por meio do aumento das taxas

fotossintéticas ¢ manutengdo no acumulo de carboidratos nas folhas e raizes do cafeeiro.

Entretanto ndo ocorreu alteragdes significativas de crescimento mesmo quando observado

tendéncia no acimulo de carbono em plantas sob restri¢do hidrica. Ocorre efeito positivo na 4

e consequentemente melhor ETfliar nos cafeeiros quando cultivados sob 1[CO2]atm.
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Capitulo 2 - Sazonalidade das relagdes hidricas, trocas gasosas e do metabolismo de
carboidratos em resposta ao aumento na concentracio atmosférica de CO2 em Coffea

arabica L. cultivadas em sistema FACE
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RESUMO

O aumento da concentracdo atmosférica de didéxido de carbono, principal gas
responsavel pelo efeito estufa adicional, ¢ inequivoco € ndo constitui evento isolado, sendo
acompanhado por aumentos da temperatura média global e alteracdes nos padrdes de
precipitacdo, entre outros. Dentre os aspectos importantes a serem compreendidos nesse
contexto estdo as alteragdes nas relagdes hidricas e na producdo de esqueletos carbonicos
através da fotossintese, processos intimamente influenciados pela disponibilidade atmosférica
de COy. Apesar da importancia do café como commodity, sendo comercializado mundialmente,
e das crescentes preocupagdes com 0s riscos associados as mudangas climéaticas, hd poucas
informagdes sobre o efeito do aumento na concentragdo atmosférica de CO2 em cafeeiros
arabica cultivados em campo. Desse modo, plantas de Coffea arabica foram cultivadas sob
condi¢des de campo no primeiro sistema FACE da América Latina, instalado na estagdo
experimental da Embrapa Meio Ambiente em Jaguariina/SP, com dois tratamentos:
concentragdo atmosférica atual (=400 ppm) e elevada concentragao atmosférica (=550 ppm)
de COz (T[COz]atm). O presente trabalho investigou a influéncia da interagio T[CO2]am na
sazonalidade das relagdes hidricas, trocas gasosas e no metabolismo de carboidratos em folhas
dos cafeeiros arabicas. As coletas foram realizadas entre novembro de 2014 a fevereiro de 2015
(periodo quente e Umido) e entre junho a setembro de 2015 (periodo frio e seco), com
periocidades quinzenais das analises, totalizando 16 coletas ao longo de todo experimento.
Como esperado, o aumento na [COz]am influenciou positivamente as taxas fotossintéticas, sem
alteracdes na condutancia estomatica, beneficiando a eficiéncia transpiratéria foliar (ETfoliar)
nesses cafeeiros principalmente em periodo de altas temperaturas do ar. O padrdo sazonal da
fotossintese ndo foi alterado. Observou-se tendéncia no acimulo de carboidratos totais, assim
como acidos organicos € aminoacidos nos cafeeiros cultivados sob M[CO:1]am. Diante dos fatos,
sugerimos que cafeeiros ardbica se beneficiardo com o aumento na [CO2z]am com efeitos
positivos na fotossintese, regulacao da condutancia estomatica e maior sintese de carboidratos
e acidos organicos em geral, podendo mitigar possiveis efeitos deletérios que acompanham o
aumento na [COz]am, como aumento na temperatura média do ar e mudanga nos padrdes de

precipitacao.

Palavras-chave: Café, Fotossintese, Mudangas climaticas.
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ABSTRACT

The increase in the atmospheric concentration of carbon dioxide, the main gas
responsible for the additional greenhouse effect, is unequivocal and does not constitute an
isolated event and is accompanied by increases in global average temperature and changes in
rainfall patterns. Among the important aspects to be understood in this context are changes in
water relations and production of carbon skeletons through photosynthesis, processes closely
influenced by atmospheric CO» availability. Despite the importance of coffee as a global
commodity, and the risks associated with climate change, there is little information on the effect
of increasing atmospheric CO concentration on field-grown arabica coffee trees. Coffea
arabica var. Catuai vermelho IAC-144 has been cultivated under field conditions in the first
free-air CO; enrichment (FACE) facility in Latin America, installed in the experimental campus
of Embrapa Meio Ambiente in Jaguariuna/SP, whit two treatments: atmospheric concentration
(=400 ppm) and high atmospheric concentration (=550 ppm) of CO2 (1[CO2]am). The present
work investigated the seasonal changes of water relations, gas exchange and of carbohydrate
metabolism on leaves of arabica coffee trees. The samples were collected from November 2014
to February 2015 (hot and humid) and from June to September 2015 (cold and dry period), with
biweekly periods of analysis, totaling 16 samples throughout the experiment. As expected, the
increase in atmospheric [CO:] positively influenced the photosynthetic rates, without changes
in stomatal conductance, benefiting ETriar in these coffee trees, especially during periods of
high air temperatures. The seasonal pattern of photosynthesis in coffee plants was not altered.
Showed a tendency in the accumulation of total carbohydrates, as well as, organic acids and
some amino acids in coffee tree cultivated under 1[CO2]am. We suggest that arabica coffee trees
will benefit from the increase in atmospheric [COz] with positive effects on photosynthesis,
regulation of stomatal conductance and synthesis of carbohydrates and organic acids in general
and may mitigate possible deleterious effects that accompany the increase in atmospheric

[COz2], such as increase in air temperature and change in rainfall patterns.

Keywords: Climate change, Coffee, Photosynthesis.
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Introduciao

O aumento da concentracdo atmosférica de dioxido de carbono, principal gas
responsavel pelo efeito estufa adicional, ¢ inequivoco e um dos aspectos mais bem
documentados das mudancas climaticas globais. Além disso, ndo constitui evento isolado,
sendo acompanhado por aumentos da temperatura média global do ar e oceanos e alteragdes
nos padrdes de precipitacdao, entre outros. Em 2014, a concentracdo atmosférica de CO
([CO2])am) excedeu indices de 400 ppm COa, pela primeira vez por pelo menos nos ultimos
650.000 anos, e atualmente encontra-se acima de 406 ppm CO, conforme registrado pelo
Observatorio Mauna Loa no Havai (figura 2.1). De fato, a [CO2]am aumentou a taxa em
aproximadamente 2 ppm por ano, sendo que proje¢oes sugerem que a [CO2]am excederd 936
ppm até final do século 21 (NOAA 2018, DaMatta et al. 2016, IPCC 2013, IPCC 2007,
Solomon et al. 2007)

Recent Monthly Average Mauna Loa CO»
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December 2016: 404.42 ppm
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Figura 2.1. Grafico mostra médias mensais da [COz]am monitorados recentemente pelo Observatorio
Mauna Loa, Havai. A linha vermelha tracejada com simbolos diamante representa os valores
médios mensais, centrados no meio de cada més. A linha preta com simbolos quadrados
representa 0 mesmo, apos corregdo para os ciclos sazonais. (NOAA 2018).

Entretanto, dentre os aspectos importantes a serem compreendidos nesse contexto estao
as alteracdes nas relagdes hidricas e na producdo de esqueletos carbdnicos através da
fotossintese, processos intimamente influenciados pela disponibilidade atmosférica de COo.

Desse modo, estudos sobre o crescimento, desenvolvimento e metabolismo de plantas sob
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elevadas concentracdes de CO> recebam ampla atencdo (Oliveira et al. 2013, Kretzschmar et
al. 2009, Souza et al. 2008, Braga et al. 2006, Long & Bernarcchi 2003). Em uma compilagao
com mais de 120 trabalhos realizados sob sistema de enriquecimento de CO» ao ar livre (FACE),
elucidou-se que plantas cultivadas sob 1[CO:2]am apresentam maiores taxas fotossintéticas,
reducdo na condutincia estomdtica e substancial aumento na eficiéncia do uso da agua
(Ainsworth & Long 2005). Sabendo-se que a atual [COz]Jam € limitante para a fotossintese
liquida, o 1[CO2]am devera aumentar a taxa fotossintética e a eficiéncia no uso da agua nas
plantas (Long et al. 2004). De fato, anélise tedricas sugerem que valores de 4 podem aumentar
em até 38% a medida que a [CO2]am aumente de 380 para 550 ppm (von Caemmerer & Furbank
2003). Entretanto, resultados de experimentos realizados sob sistema FACE revelaram que a
fotossintese de plantas cultivadas ndo correspondem ao aumento tedrico que poderia ser obtido
sob 1[COz2]am € que aumentos nas taxas fotossintéticas nem sempre sdo concordantes com

aumentos na biomassa e produtividade da cultura (Leakey et al. 2009, Long et al. 2006).

As respostas dicotdmicas entre fotossintese e condutancia estomatica sob cultivo em
1CO2]amm levam a melhor eficiéncia de uso da 4gua da planta e consequentemente a redugao
do esgotamento da umidade do solo e mitigagdo de estresses durante os periodos de seca
(DaMatta et al., 2010). De acordo com Jablonski ef al. (2002), plantas cultivadas sdo mais
responsivas ao aumento na [COz]am do que plantas nativas, no entanto, as respostas diferem
entre os diversos grupos taxondmicos e funcionais, com importantes implicacdes no

funcionamento futuro de agrossistemas.

Leakey et al. (2009) resumem seis principais constatagdes feitas a partir da analise de
diversos experimentos realizados em FACE ao longo de 20 anos: i) aumentos substanciais na
taxa fotossintética e produgdo primaria liquida a despeito da regulacdo da atividade da enzima
Rubisco; i1) aumento da eficiéncia do uso de nitrogénio; ii1) aumento da eficiéncia hidrica; 1v)
estimulo das taxas de respiracao noturna, via reprogramacao transcricional do metabolismo; v)
auséncia de estimulo direto sobre a fotossintese de plantas C4 mas, indiretamente, aumento no
rendimento liquido em carbono nas situagdes de deficiéncia hidrica; vi) aumento do rendimento
em cultivos agricolas menor do que o esperado. Os autores observaram que, embora essas
constatagdoes tenham se baseado em sistemas cultivados, as implicacdes para os sistemas

naturais sdo igualmente importantes.

Embora seja observado aumento na taxa fotossintética em plantas sob 1[{CO:z]atm, nota-
se que este efeito ndo ¢ constante ao longo do ciclo das culturas e muitas vezes nao resulta em
aumento de produtividade. Em muitas situagdes, plantas cultivadas sob sistema FACE

mostraram reducdes na capacidade fotossintética devido a sua aclimatagdo a tais condigoes,
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associada ao acimulo do carboidrato sintetizado, na qual, geralmente, esta ligado a limitagdes
de nutrientes, particularmente o nitrogénio (Arenque et al. 2014, Norby et al. 2010, Leakey et
al. 2009, Ainsworth & Roger 2007, Hyvonen et al. 2007, Ainsworth & Long 2005). De modo
geral, uma limitada forca dreno das plantas, as predispde a maior aclimatacdo da capacidade
fotossintética diminuindo a estimulacdo da fotossintese sob condi¢des de 1[CO2]am (Ainsworth

& Rogers 2007, Long et al. 2004).

Franck et al. (2006), observaram em ramos de cafeeiro arabica cultivados sob condi¢des
de campo, que no periodo final da maturagdo dos frutos as plantas apresentaram retroinibi¢ao
sobre a relagdo fonte:dreno e queda substancial nas taxas de fotossintese maxima superiores a
90% em cafeeiros com baixa quantidade de frutos, evidenciando que a acumulo de agucares
soluveis nas folhas pode reduzir a fotossintese consideravelmente. Por outro lado, DaMatta et
al. (2016) demonstraram que, sob condi¢ao de campo, a fotossintese de cafeeiro arabica ¢
fortemente limitada por restricdes de difusdo de CO», particularmente no dmbito estomatico e
quando cultivado sob 1[COz]am ndo ocorre qualquer retroinibi¢do fotossintética, mesmo no
periodo de menor demanda dreno da planta. De mesmo modo, Verhage (2017) mostrou que o
aumento na [CO:z]am pode beneficiar a producdo média de cafeeiro ardbica com aumento em
seu rendimento em 0,8% entre 2040-2070, contradizendo avaliagdes de impactos anteriores.
Esse aumento de rendimento causado pela fertilizacdo por CO>, compensa as perdas extras
provocadas por temperaturas do ar elevadas e pelo déficit hidrico, mitigando possiveis impactos
negativos da mudanga climdtica nos cafeeiros arabica no Brasil, evidenciando a importancia de

incluir esse fator nas avaliagdes de impacto das mudancas climaticas no cultivo do café.

O café ¢ um dos principais produtos agricolas brasileiros, representando 30% da
producdo mundial e o 5° item na pauta de exporta¢dao do agronegocio. Além de maior produtor
e exportador, o Brasil ocupa a 2* posi¢do dentre os maiores consumidores mundiais do grao,
perdendo apenas para os Estados Unidos (Bicho et al. 2011, MAPA, 2014). O género Coffea
pertence a familia das Rubiaceae, onde, as principais espécies produtoras de café sdo a C.
arabica e C. canephora, responsaveis por 99% da produgdo mundial. Devido a fatores
ecologicos, principalmente relacionados com temperatura e umidade do ar, a cultura do café
encontra-se praticamente confinada a regido intertropical, indo desde 20-25° N no Havai até

cerca de 24° S no Brasil (Bicho ef al. 2011).

O ciclo fenolégico do cafeeiro ardbica dura aproximadamente 2 anos e podem ser
divididos em seis fases (figura 2.2). O primeiro ano, a fase inicial de crescimento vegetativo e
formacao as gemas foliares corresponde ao periodo de dias longos com fotoperiodo acima de

12 horas de luz solar, entre setembro a marco. Na segunda fase, que vai de abril a agosto, ocorre
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a inducdo das gemas foliares para gemas florais. O segundo ano fenologico inicia-se com a
florada (fase trés) apos aumento do potencial hidrico nas gemas florais maduras, os cafeeiros
que receberem agua com muita frequéncia nessa fase podem ter floragdo indefinida. A quarta
fase ¢ de granacdo dos frutos que ocorre em pleno verdo, de janeiro a margo. A maturacao dos
frutos ocorre na quinta fase, normalmente entre abril a junho, quando a imposi¢ao de um déficit
hidrico moderado beneficia a qualidade final do produto. A sexta e ultima fase, de julho e
agosto, constitui a de senescéncia dos ramos produtivos ndo-primarios, que secam e morrem,

condicionados a conhecida autopoda dos cafeeiros (Camargo & Camargo 2001).
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Figura 2.2. Esquematizacdo das seis fases fenologicas de C. arabica, durante 24 meses, nas condi¢des
climaticas tropicas do Brasil. (A) Gemas dormentes, (B) Gemas entumecidas e (C)
Abotoado, (D) Florada (antese), (E) Chumbinho e (F) Expansdo dos frutos, (G) Frutos
adultos verdes, (H) Verde cana ¢ (I) Frutos maduros (cereja), (J) Frutos secos, senescéncia.
ETp — Evapotranspiragdo potencial. Periodo de avalia¢do: Nov. a Fev. de 2014 a 2015 e Jun.
a Set. de 2015. (Adaptado de Camargo & Camargo 2001 e Pezzopane et al. 2003).
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Devido a importancia da cultura do café para o Brasil e da inexisténcia de resultados de
pesquisas sobre impacto das mudangas climaticas sobre esse agrossistema o Sistema Embrapa
de Gestao iniciou o projeto ClimapestFACE com a instalagao do primeiro FACE da América
Latina e o primeiro a estudar a cultura do café no mundo sob condi¢des de aumento na [CO2]am
(ClimapestFACE 2011). Por isso, visamos testar a hipotese de que a elevada [CO2]am favorece
o aumento das taxas fotossintéticas e por extensao promova alteragdes no actimulo de

carboidratos entre outros metabolitos em cafeeiros arabica.

Desse modo, o experimento de campo sob sistema FACE investigou a influéncia da
interagdo T[CO,]am na sazonalidade das relagdes hidricas, trocas gasosas e do metabolismo de

carboidratos em folhas de Coffea arabica L.
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Material e Métodos

Material Vegetal e Condicoes de Cultivo: Este experimento foi realizado com cafeeiros
arabica (Coffea arabica L. cv Catuai IAC-144) com aprox. 4 anos de idade, utilizando as
instalagdes do ClimapestFACE (2011), localizada na esta¢do experimental da Embrapa Meio
Ambiente, municipio de Jaguariina/SP, sob coordenadas geograficas 22° 42’ 21" Sul, 46° 59’
10" Oeste, altitude 581m e clima subtropical umido (Cfa), com verdao quente e chuvoso e
inverno frio e seco, de acordo com a classificagdo climatica de Kdppen-Geiger. Os tratos
culturais, tais como capina, adubag¢do e aplicacdo de defensivos foram realizados seguindo as
recomendacdes do Boletim 200 para a cultura do cafeeiro (Fazuoli et al., 1998) do Instituto

Agronomico de Campinas.

O sistema FACE (Free-air CO: enrichment) € constituido de doze estruturas metalicas
em formato octogonal com 10 metros de didmetro. Seis octogonos dispdoem de sistema de
injecdo de gas carbonico fornecido a partir de um tanque principal com capacidade para 30
toneladas de COz, tratamento sob elevado CO2 (=550 ppm COz) enquanto nos outros seis nao
ocorre essa inje¢do e correspondem as parcelas controle (2400 ppm CO»). A fumigagdo com
CO; teve inicio em agosto de 2011 e foi efetuada entre 7:00 e 17:00 h com o objetivo de manter
a concentracao atmosférica de CO2 em aproximadamente 550 ppm no interior do octdogono. As
concentragdes de CO> no interior do sistema FACE foram monitoradas continuamente ¢
automaticamente com o uso de IRGA (Infrared Gas Analizer) da marca Vaisala. Do mesmo
modo foram monitorados a temperatura e umidade relativa do ar, a radiagao fotossinteticamente
ativa (RFA) e o volume de chuva acumulado (mm) em intervalos quinzenais. Detalhes
adicionais da estrutura FACE estdo descritos em Torre Neto & Ghini (2011) e podem ser

visualizados na figura 2.2.

As plantas foram avaliadas quanto as relagcdes hidricas, trocas gasosas e anélises
bioquimicas. O experimento foi realizado em duas diferentes épocas, a primeira no verao, entre
novembro de 2014 a fevereiro de 2015 e a segunda no inverno, entre junho a setembro de 2015.
As andlises em campo e coletas de material vegetal aconteceram em intervalos quinzenais,
sendo que cada repeticdo foi representada por um grupo de 06 plantas escolhidas aleatoriamente dentro

de cada anel do FACE. Para as analises foram utilizadas folhas consideradas saudaveis, sem

apresentarem qualquer tipo de lesdes ou infecgdes.
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Figura 2.3. Estrutura do sistema FACE, localizado na estagdo experimental da Embrapa Meio
Ambiente. (A) distribui¢do e identificacdo das parcelas, (B) detalhe de uma parcela e
disposi¢do dos cafeeiros.

Potencial Hidrico Foliar (W foliar) e Teor Relativo de Agua: O Wy foliar foi medido
sob condic¢des de campo, em trés folhas completamente expandidas do terceiro par a partir do
apice de ramos plagiotropicos, no periodo da antemanha (entre 5:00 e 6:00 h), utilizando-se
uma bomba de pressao tipo Scholander (model 1000, PMS Instrument Co). O teor relativo de

agua nas folhas foi determinado conforme descrito por Weatherley (1950).

Taxa de assimilacdo liquida do carbono (4): A fotossintese liquida (4, umol CO, m? s~
1, a condutancia estomatica (gs, mol m? s!), a taxa de transpiragio foliar (Efliar, umol HoO m?
s) e a concentracdo interna de CO, (ci, ppm de CO») foram determinadas em trés folhas
completamente expandidas do terceiro par a partir do apice de ramos plagiotropicos. A analise
foi realizada no periodo da manha (entre 08:30 e 11:30 h), utilizando-se o analisador de gases
a infravermelho portatil (IRGA - LCPro SD, ADC), sob concentragdoes de CO, em 400 ppm e
550 ppm e intensidade luminosa de 600 pmol fotons m? s (Silva et al. 2004). A partir dos
dados de trocas gasosas, foi estimada a eficiéncia transpiratéria foliar, dada pela razdo entre A

e Efoliar (ETfoliar - pmol CO2 mmol™! H,0).

Analises colorimétricas: Amostras de folhas (3 g MF) das plantas de café nos diferentes
tratamentos foram coletadas e maceradas em nitrogénio liquido e posteriormente liofilizadas

(ModulyoD freezer Dyer 5 L, Thermo Electron). As amostras foram entdo separadas em
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aliquotas com 0,5 g e submetidas a extracdo exaustiva em etanol 80% a 80 °C por 15 minutos
por 4 vezes, obtendo-se os extratos para dosagens de carboidratos e prolina. Os extratos
etanolicos de cada extragdo individual foram reunidos, concentrados em rotavapor (modelo r-
215, Buchi) a 40 °C e ressuspensos em 15 ml de dgua destilada. As solu¢des aquosas resultantes
foram mantidas a -20 °C até que se procedesse as dosagens (Carvalho et al. 1998). Os residuos
resultantes da extragdo etandlica foram liofilizados e utilizados para extracao e dosagem de

amido.

A quantifica¢do dos agucares soluveis totais (AST) nos extratos aquosos foi realizada
através do método do fenol sulfurico (Dubois et al. 1956). A leitura da absorbancia realizada
em espectrofotometro (SP-22, Biospectro) com comprimento de onda em 490 nm. O contetdo
de agucares redutores foi determinado segundo método Somogyi-Nelson (Somogyi 1945) a 520
nm. O célculo da quantificacdo de AST e AR foi realizado utilizando-se a equagao da reta obtida

a partir da curva padrio construida utilizando-se 100 pg ml™!' de glicose (Sigma) como padrio.

A quantificagdo de amido foi realizada no residuo da extra¢dao etanolica conforme
método enzimdtico proposto por Amaral et al. (2007). O teor de glucose foi determinado em
leitor de microplacas de ELISA (KC4, Biotek Instruments) a 490 nm. A curva padrdo foi feita
com solugdo de glicose (Sigma). A prolina livre (Pro) foi quantificada nas fragdes etandlicas
obtidas e reunidas ap6s a extragdo de carboidratos soliveis, segundo método proposto por Bates

et al. (1973) a 520 nm, tendo 100 pg ml™! de L-prolina (Synth) como padrio.

Analises de carboidratos por Cromatografia liquida de alta performance por troca
anionica/ Detector de pulso amperométrico - HPAEC/PAD: Aliquotas de 2 ml de cada amostra
composta foram submetidas a purificagdo em colunas de trocas idnicas, utilizando as resinas
cationica Dowex 50x8 (100-200 mesh) e anidnica Dowex 1x8 (52-100 mesh). A elui¢do dos
acucares foi feita com agua deionizada e as amostras recolhidas das colunas de troca i6nica
tiveram seu pH ajustado para 7,0 com hidroxido de amonio (0,4 M). Apds o ajuste do pH de
cada amostra, estas foram liofilizadas e ressuspensas em 2,0 ml de 4gua deionizada. Em
seguida, nova dosagem dos AST pelo método fenol-sulfurico (Dubois et al. 1956) foi realizada
para ajustar a concentracdo de cada amostra para 400 pg ml! (Carvalho et al. 1997). Foram
realizadas analises por cromatografia de troca anionica de alta resolugdo com detector de pulso
amperométrico (HPAEC/PAD) em coluna Carbo-Pac PA1 em sistema Dionex ICS 3000
(Dionex, Thermo Scientifc, USA). Os monossacarideos foram eluidos isocraticamente com 100
mM de hidroxido de soédio, com fluxo de 0,25 ml min™! e identificados por comparacio dos
tempos de eluigdo com padrdes comerciais de mio-inositol, glicose, frutose e sacarose. O tempo

de corrida foi de 55 minutos.
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Perfil metabolico das folhas de cafeeiros por Cromatrografia Gasosa acoplada a
espectometro de massa - GC/MS: O perfil metabolico foi analisado por GC/MS, seguindo
método descrito previamente por (Roessner et al., 2001) adaptado a espécie vegetal analisada.
Folhas de C. arabica foram maceradas e liofilizadas, onde 10 g do material foram utilizados
para extragdo e derivatizacdo em cada amostra. O material foi extraido em 500 pl de
metanol:cloroférmio:agua (M:C:A) na propor¢ao de 12:5:1 e 50 ul do padrao interno adonitol
(0,2 mg ml! de piridina) agitado em vortex e aquecido a 60 °C por 30 minutos, sendo agitados
a cada 10 minutos, o qual foi novamente agitado em vortex e centrifugado a 13.000 rpm por 5
minutos. A fase polar (superior) foi transferida para novos tubos de 1,5 ml e a ela adicionado
350 pl de 4agua. A mistura foi agitada e apds 5 minutos foi centrifugada a 13.000 rpm por 5
minutos. Trezentos pl da fase polar (fase superior) foram coletados e secos a vacuo, sendo entdo
armazenados a -80 °C até derivatizagdo. Para derivatizagdo, 100 pl de piridina e 50 pl de
BSTFA foram adicionados ao material seco, submetidos a agitacdo e aquecidos a 75 °C durante
1 hora. As amostras foram entdo transferidas para frascos de vidro, os quais foram lacrados, ¢
injetadas automaticamente em um sistema GC/MS (Agilent GC 6890 e MSD 5973N, Agilent
Technologies). A corrida no cromatografo foi executada com o auxilio de uma coluna HP-1701
de 30 m com 0,25 pum de espessura (Supelco). A temperatura de injecao foi ajustada a 230 °C,
a interface a 250 °C e a fonte de fons a 150 °C. Hélio foi usado como gas carreador em fluxo
de 1 ml min™!. A andlise foi conduzida sob a seguinte programacio de temperatura: 5 min de
aquecimento a 70 °C, seguido de uma rampa na temperatura do forno de 5 °C min™! até 280 °C
e 1 min de aquecimento a 280 °C. O espectro de massas foi armazenado a taxa de duas
varreduras s na faixa de 50 a 650 m/z. Os dados foram gerados e analisados através do
programa Chemstation (Agilent Technologies, EUA). Os picos detectados foram comparados
com padroes auténticos € com a NIST 08 Mass Spectral Library e confirmados através do

calculo do indice de Kovats.

Analise Estatistica: Os dados obtidos no experimento foram submetidos a analise de
variancia utilizando o pacote estatistico BioEstat 5.3, sendo todo e qualquer contraste entre
médias avaliado pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. Para cada tempo de

coleta considerou-se trés repeti¢des por tratamento (n=3).
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Resultados e Discussao

A instrumentac¢ao para coleta de dados climatoldgicos mostrou-se confiavel ao longo do
experimento, com exce¢do do monitoramento da radiagdo solar fotossinteticamente ativa (RFA)
nos meses de novembro e dezembro, durante os quais os equipamentos estiveram em
manuten¢do. Médias quinzenais de temperatura e umidade do ar, precipitagdo, radiagdo solar e
[CO2]atm nas parcelas do sistema FACE na localidade de Jaguariina/SP sdao apresentados na

figura 2.4.

As temperaturas médias do ar mantiveram-se entre 20-25 °C, com temperaturas
maximas acima dos 30 °C durante periodo de novembro a fevereiro, e entre 15-20 °C durante o
periodo de junho a setembro. A umidade relativa do ar apresentou poucas variagdes ao longo
do experimento com tendéncia de queda nos periodos de menor incidéncia de precipitagao,
como visualizado no més de agosto. Como esperado, as médias pluviométricas, assim como as
médias da RFA, foram mais altas na estagdo de verdo. A [COz]am no interior das parcelas
mantiveram-se proximas a concentragao alvo de 550 ppm CO; (Ghini et al. 2015) com maior

vari¢do no periodo de junho a julho de 2015.
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Figura 2.4. Valores maximos (®), minimos (0) e médios (®) da temperatura do ar (°C), umidade relativa
do ar (UR, %), volume de chuva acumulado (média quinzenal - mm), radia¢do solar
fotossinteticamente ativa (RFA, pmol fotons m?s™!) e concentragdo de CO, atmosférico ([COa]
- 0: =400 ppm CO», m: =550 ppm CO,) monitorados na estacao experimental da Embrapa



59

Meio Ambiente em Jaguaritina/SP no periodo de experimento em sistema FACE.
Os valores de Wy foliar € TRA das folhas dos cafeeiros cultivados sob [COz]am ambiente
(=400 ppm CO2) e sob T[COz2]am (=550 ppm CO3) sdo expostos na figura 2.5. Nao houve
diferencgas significativas entre os tratamentos, exceto na primeira quinzena de dezembro quando
as plantas cultivadas sob 1[CO:]am apresentaram maiores valores de W foliar €m comparagao as
plantas sob [CO2]am ambiente. Além disso, observou-se maiores flutuagdes no Wy foliar € TRA

das folhas, principalmente na estacdo quente e chuvosa, com valores de Wy foliar na ordem de -

0.9 a-0.3 MPa.
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Figura 2.5. Potencial hidrico (W ina, MPa) e teor relativo de agua (TRA, %) em folhas de C. arabica
cultivadas na estagcdo experimental da Embrapa Meio Ambiente e submetidas aos
tratamentos: o: =400 ppm CO-, ®: =550 ppm CO,. Barras indicam o desvio padrao da média
(n = 3). Médias seguidas por asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em
nivel de 5% de probabilidade.

As taxas de A (figura 2.6) dos cafeeiros cultivados sob 1[CO:z]am em geral, foram
superiores daqueles cultivados sob [CO:z]am ambiente, entretanto, no periodo de maior
incidéncia de precipitagdo as 4 mantiveram-se equiparadas entre os tratamentos. Embora
redugdes na gs sob condigdes de T[COz]am sejam consistentes, e que em meta-analises de

experimentos em sistema FACE tenham relatado redugdes na gs em até 20% em diversas

espécies vegetais (Medlyn et al. 2001, Ainsworth & Rogers 2007), os cafeeiros cultivados sob
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1CO2]aim n3o responderam com diferencas significativas em relagdo aos cultivados sob
[CO2]am ambiente. De fato, ocorre efeito positivo na 4 do cafeeiro cultivado sob 1[CO2]atm,
entretanto, a g; ¢ pouco responsiva. Em conjunto, esses resultados implicam em substanciais
aumentos na ETglar (figura 2.7) que ocorrem em cafeeiros cultivados sob condigdes de
1COz]am principalmente nas estagdes mais quentes do ano (Ramalho ef al. 2013, Ghini et

al.2015, DaMatta et al. 2016).

A ¢ (figura 2.6) em geral manteve-se superior nos cafeeiros sob T[CO2]am em
comparag¢do aos cultivados em [COz]am ambiente. Um conceito de otimizagdo que considera a
relacdo de perda e ganho entre a eficiéncia no uso dos recursos e o0 aumento do ganho de carbono
em 7[CO2]am sugere diminui¢do no requerimento de Rubisco e diminui¢ao na capacidade de
carboxilagdo quando a forga dreno esta limitada. A resposta da 4 em relagdo a c; ¢ bifésica, a
medida que a c¢i aumenta, a 4 também aumenta acentuadamente. Ou seja, em baixa ci, a
fotossintese € controlada pela quantidade de Rubisco ativa e pela taxa de regeneragdo da RuBP

(Drake et al. 1997).
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Figura 2.6. Fotossintese (4, pmol CO> m? s!), condutincia estomatica (g;, mol m? s'), transpiragdo
foliar (Efliar, pmol HxO m? s!) e concentragdo interna de CO: (ci, ppm de CO,) sob intensidade
luminosa de 600 umol fétons m? s!, em folhas de C. arabica cultivadas na estagao
experimental da Embrapa Meio Ambiente e submetidas aos tratamentos: o: =400 ppm
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CO,, ®: =550 ppm CO,. Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3). Médias seguidas por
asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2.7. Eficiéncia transpiratdria foliar (ETfliar, pmol CO2 mmol™! H,0) em folhas de C.
arabica cultivadas na estagdo experimental Embrapa Meio Ambiente e submetidas aos
tratamentos: o: =400 ppm CO., ®: =550 ppm CO>. Barras indicam o desvio padrdo
da média (n=3). Médias seguidas por asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

O conteudo de agucares soluveis (AST), redutores (AR) e amido sdo apresentados na

figura 2.8. Pode-se observar na fase de enchimento dos grdos, entre janeiro e fevereiro, o

aumento na concentragao de AST tanto nos cafeeiros cultivados sob [COz]atm ambiente como

em T[CO2]am, corresponde ao periodo de maior Wy foiiar. Por outro lado, os teores de AR
praticamente ndo se alteraram entre os tratamentos e ndo apresentaram alteragdes sazonais ao
longo do experimento. Houve, aumentos significativos no conteudo de amido nas plantas sob
1[CO2]am principalmente em junho, que corresponde a estacdo seca e periodo de maturagdo do
frutos. O alto nivel de amido nesse periodo sem detec¢do de inibi¢cdo da fotossintese (figura

2.6) na estacdo seca e fria sugere que o cafeeiro exibe habilidade relativamente efetiva para

acumular amido em seus tecidos foliares sem comprometer seu desempenho fotossintético e

que esse aumento nos niveis de amido pode ocasionar a melhor capacidade na fase de

enchimento de graos (Batista et al. 2012, DaMatta et al. 2016). Segundo Batista et al. (2012),

cafeeiros apresentam baixa gy € sdo capazes de evitar a retroinibi¢do da fotossintese através de

uma alta capacidade de acumular amido, favorecendo a manutencdo de altas taxas

fotossintéticas em um cenario de 1[CO2Jatm.
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Figura 2.8. Contetudo de agucares soluveis totais (AST), agtcares redutores (AR) e amido (mg g! MS)
em folhas de C. arabica cultivadas na estagdo experimental da Embrapa Meio Ambiente
e submetidas aos tratamentos: o: =400 ppm CO,, ®: =550 ppm CO,. Barras indicam o desvio
padrdo da média (n=3). Médias seguidas por asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Sacarose, seguida de frutose, glucose e mio-inositol foram os principais aglcares
encontrados a partir das analises por HPAEC/PAD (figura 2.9). Observa-se substancial aumento
nos conteudos de sacarose, frutose e glicose nos cafeeiros cultivados sob 1[COz]am na segunda
quinzena de novembro, e concomitantemente os menores valores de 4 (figura 2.6) verificado
nesse periodo. Segundo Franck et al. (2006) as folhas de café apresentam forte correlagdo

negativa entre acimulo de agucares soluveis e fotossintese maxima, predizendo que estes

carboidratos estdo envolvidos, até certo ponto, em retroinibicdo fotossintética. Quando a
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fotossintese excede a capacidade de utilizagdo e exportagdo dos fotoassimilados, ocorre
aumento na concentragao de sacarose no floema de folhas fonte, provocada por baixa demanda
dreno, fazendo que carboidratos se acumulem no mesofilo foliar resultando na retroinibigao nos
parametros fotossintéticos (Chiou & Bush 1998, Franck et al. 2006). O desequilibrio entre a
oferta e demanda de carboidratos pode ser detectada e leva a reducdes na capacidade
fotossintética através do controle molecular no teor de Rubisco (Moore ef al. 1999), o que em
parte, pode explicar os baixos valores de 4 nos cafeeiros sob 1[CO:2]am verificados na segunda
quinzena de novembro. H4 evidéncias que apoiam a relagdo dreno dependente, onde a forca de
dissipacao influencia a atividade fotossintética e o status de carbono em folhas fonte. Por outro
lado, a diminui¢cdo da demanda dos drenos, incentiva o acumulo de acticares em folhas fonte
sendo considerado um fator determinante que pode restringir a taxa de assimilagdo liquida de

carbono (Roitsch 1999, Paul & Foyer 2001, Morais et al. 2012).
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Figura 2.9. Contetido de Mio-Inositol, Glicose, Frutose e Sacarose (ug g! MS) em folhas de C. arabica
cultivadas na estacdo experimental da Embrapa Meio Ambiente e submetidas aos
tratamentos: o: =400 ppm CO-, ®: =550 ppm CO,. Barras indicam o desvio padrao da média

(n=3). Médias seguidas por asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade.

Além de carboidratos, por muitos anos, a capacidade de acimulo de prolina (Pro) tem
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sido correlacionada com tolerancia ao estresse de forma a se aclimatar e/ou se adaptar a déficits
hidricos de diferentes niveis de intensidade. Sendo que muitas espécies vegetais se caracterizam
por apresentarem baixos niveis de Pro sob condi¢des otimas de cultivo e seu acimulo durante
periodos de déficit hidrico (Somal & Yapa 1998, Ramanjulu & Bartels 2002, Nayyar & Walia
2003, Yamada et al. 2005). De acordo com Alia (2003), a Pro constitui menos que 5% dos
aminoacidos totais livres em plantas mantidas sob condigdes normais, enquanto em plantas
submetidas ao estresse hidrico, a concentragdo de Pro pode chegar a 80% do pool total de
aminoacidos. Entretanto, verificou-se nesse experimento, variacdes no conteudo de Pro (figura
2.10) principalmente nos cafeeiros cultivados sob [COz]am ambiente, em relagdo a sazonalidade
do crescimento do cafeeiro arabica e estacdo do ano, tendo maior concentracdao de Pro no
periodo quente e chuvoso, entre janeiro e fevereiro, e baixa concentracao entre julho e agosto
quando a temperatura do ar ¢ mais amena. Por outro lado, os cafeeiros cultivados sob 1[CO2Jam
pouco sofreram alteracdes no contetido de Pro ao longo do experimento, apresentando
significativamente menor acimulo principalmente no periodo de maior frequéncia de
precipitacdo. O acumulo de Pro pode influenciar na tolerancia ao estresse de varias maneiras.
Por meio de aumento no potencial osmético atuando como um osmolito, além de reserva de
nitrogénio para sintese de enzimas especificas, atuando como eliminador de espécies reativas
de oxigénio e como uma chaperona molecular estabilizando estruturas proteicas protegendo as
células contra os danos causados por estresses abidticos (Madan et al. 1995, Verbruggen &

Hermans 2008, Szabados & Savouré 2010, Krasensky & Jonak 2012).
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Figura 2.10. Contetdo de prolina (Pro, mg g MS) em folhas de C. arabica cultivadas na estagao
experimental da Embrapa Meio Ambiente e submetidas aos tratamentos: o: =400 ppm
CO,, ®: =550 ppm CO,. Barras indicam o desvio padrdo da média (n=3). Médias seguidas por
asterisco (*) diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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O perfil metabolico identificou, especialmente, os metabolitos listados no “Heat Map”
apresentado na figura 2.11. E possivel visualizar claramente a varia¢io sazonal na concentragio
dos compostos identificados nas diferentes fases fenologicas do cafeeiro ardbica. Onde
constata-se na fase de “chumbinho” e expansao dos frutos, maior concentracao de carboidratos
nas folhas dos cafeeiros quando comparados a fase de maturagdo do frutos e senescéncia foliar.
Pode-se observar maior concentracdo de carboidratos, acidos organicos e aminodcidos,
principalmente em fevereiro, periodo que corresponde a granagao dos frutos, fase na qual os
liquidos internos solidificam-se originando os graos dos cafeeiros, que ocorre em pleno verdo,
entre janeiro a margo (Camargo & Camargo 2001). Entretanto, no inicio de junho, periodo onde
a maturacao dos frutos do cafeeiro esta ocorrendo, pode verificar uma tendéncia em maior
concentracdo na maioria dos metabolitos listados na figura 2.11 nos cafeeiros cultivados sob
M COz]am. De fato, os frutos sdo os mais fortes drenos de fotoassimilados durante o periodo
reprodutivo nos cafeeiros (Cannel 1976, Laviola et al. 2007) e além disso, pdde-se verificar
para os cafeeiros arabica cultivados sob 1[CO2]am tendéncia em apresentar maior concentracao
de carboidratos, como glicose e galactinol e de acidos organicos, como acido fumarico e acido
succinico, em comparagdo aos cafeeiros cultivados em [COz]am ambiente, tanto nas fases de
“chumbinho” e expansdo dos frutos, como nas fases de maturagdo dos frutos e senescéncia

foliar.

Os acidos organicos, incluindo citrico, mélico, fumadrico, succinico, clorogénico,
cafeico, quinico, piroglutimico, gluconico, sdo amplamente distribuidos pela planta, tendo
rapidos efeitos em ajustar o metabolismo celular além atuarem na quelagdo e neutralizagdo da
toxicidade provocada por elementos metalicos, como aluminio, ferro e célcio (Maruta et al.
1995, Ping & Rong 2006). Neste estudo, a concentragdo de alguns acidos organicos principais
(acido citrico, succinico, fumarico e malico) no ciclo do acido tricarboxilico da respiracao,
variaram de acordo com as diferentes disponibilidades na [CO:2]am impostas aos cafeeiros
ardbica. E possivel observar na figura 2.11 consideravel diferenca nas concentragdes de acido
fumarico e acido malico, onde os cafeeiros cultivados sob 1[CO;]am apresentaram maior
concentracao de dcido fumarico e menor concentragdo de 4cido malico quando comparados aos
cafeeiros cultivados sob [CO2]am ambiente independente da fase fenoldgica ao longo do
experimento. O 4cido fumadrico tem vérias fun¢des nas plantas. Pode influir na manutencao do
pH celular e na pressdo de turgescéncia, podendo ser metabolicamente acessivel, assim como
amido e agucares soluveis, o acido fumarico pode contribuir como forma de armazenamento de
carbono fixado. Além disso, o aumento nos niveis de acido fumarico pode influenciar no

aumento das taxas fotossintéticas (Chia e al. 2000). Nunes-Nesi ef al. (2007), em plantas de
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tomate, observaram que apesar das consequéncias metabolicas relativamente pequenas, a
diminui¢do na expressao da enzima fumarase promoveu o aumento nos niveis de fumarato,
levando a alteragdes na eficiéncia estomatica e consequentemente restricdes nas taxas
fotossintéticas e redugdes na biomassa total e no indice de colheita das plantas estudadas.
Ramalho ef al. (2013) mostraram que as atividades enzimaticas foram claramente afetadas pela
TMCO2]am em diferentes gendtipos de Coffea ssp. Onde as potenciais atividades das enzimas
relacionadas a fotossintese como a Rubico e a Ribulose 5-fosfato quinase (RuSPK) foram
semelhantes entre os gendtipos sob condi¢des de [CO2]am ambiente, porém, foram observados
aumentos significativos para as plantas cultivadas sob 1[COz]Jatm. Além disso, foram verificados
padrdes semelhantes exibidos pelas principais enzimas da via respiratoria, Malato
desidrogenase (MDH) e Piruvato kinase (PK), onde observou-se aumento significativo nas

atividades dessas enzimas sob condigdes de 1[CO2]am.

Inversamente do observado para a maioria dos compostos listados na figura 2.11,
observa-se menor concentracdo de acido clorogénico nas fases de “chumbinho” e expansao nos
frutos e um gradativo aumento desta concentracdo nas fases de maturacdo dos frutos e
senescéncia, principalmente nos cafeeiros sob [CO2]am ambiente. Os 4cidos clorogénicos sao
encontrados em abundancia no cafeeiro, ressaltando sua fun¢ao que desempenham na protegao
dessas plantas contra fatores bidticos e abidticos. Possuem conhecida atividade antioxidante e
antibiotica e estdo envolvidos em inimeras funcdes bioldgicas, tais como resisténcia a pragas
e doencas (Maruta ef al. 1995, Matsuda et al. 2003, Salgado et al. 2008), entretanto, a maioria
das informacdes sobre esses compostos em cafeeiros estdo relacionados aos graos. Estresses
ambientais como, baixa luminosidade, deficiéncias hidrica e/ou nutricional, infec¢des causadas
por patdgenos, além de fatores como alta irradiagdo luminosa e alta [COz]am, associados ao
acumulo de carboidratos e sintese de sacarose, fomentam o aumento nos niveis de acido
clorogénico e outros polifenois nos tecidos vegetais (Murray & Hackett 1991, Avelino et al.
2005). A produtividade do cafeeiro esté estreitamente relacionada com a incidéncia de Hemileia
vastatrix (ferrugem do cafeeiro) no campo, plantas com alta carga de frutos podem sofrer
desequilibrio nutricional potencializando a suscetibilidade do cafeeiro arabica a ferrugem, de
forma que o nivel de infecgdo correlaciona positivamente com a fase de frutificagao do cafeeiro,
onde o crescimento da doenga inicia-se a partir de janeiro, sendo seu apice no periodo de
colheita (Mansk & Matiello 1984, Martiello et al. 1984, Zambolim et al. 1997, Costa et al.
2006).

Em adig¢do, os acidos organicos estdo diretamente relacionados com a qualidade final do

produto, proporcionando o sabor primario que € a acidez na bebida de café. Em geral, os acidos
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organicos presentes no café sao responsaveis por ca. de 11% da massa de graos verdes e por ca.
de 6% da massa de graos de café torrado, além disso, a acidez na bebida de café ¢ uma
caracteristica importante em termos de apreciagdao pelos consumidores finais (Galli & Barbas

2004).

Poucos grupos de plantas sintetizam cafeina, que € encontrada em todos 6rgaos vegetais
do cafeeiro, porém com maior abundancia em flores, sementes e folhas jovens (Raju & Gopal
1979, Chaves et al. 2004). Segundo He¢imovic et al. (2011), a concentragdo de cafeina depende
da espécie e cultivar, além do método de cultivo, condi¢des de crescimento e aspectos sazonais
do cafeeiro. O “Heat Map” (figura 2.11) mostrou uma tendéncia em maior concentragcdo de
cafeina nas folhas dos cafeeiros cultivados sob 1[CO:2]am em relagdo aos cultivados sob
[CO2]am ambiente principalmente na fase de “chumbinho” e expansdo dos frutos. De acordo
com Chaves et al. (2004), a concentracdo de cafeina em folhas jovens tem correlagio positiva
com o teor nas sementes ¢ o primeiro par de folhas em cafeeiros adultos no estddio de
“chumbinho” dos frutos, ¢ mais indicado para predizer o teor de cafeina nas sementes dos

cafeeiros arabica.

De modo semelhante observado com acido clorogénico, foi detectado a presenga de
epicatequina no periodo de maior frutificacdo do cafeeiro decaindo nas fases de senescéncia e
formagdo de gemas foliares. Segundo Ramirez-Martinz (1988), epicatequina ¢ um composto
fenodlico em abundancia em polpa de frutos de café, onde frutos vermelhos apresentam maiores
niveis de epicatequina quando comparados aos frutos amarelos. A epicatequina ocorre em
plantas como taninos condensados, sendo as principais preocupacdes sobre os taninos sdo sua
adstringéncia, reduzindo a palatabilidade dos alimentos e sua capacidade antinutricional
(Ramirez-Martinz 1998, Kalinova et al. 2006). Mayr et al. (1995) demonstrou durante o
crescimento € maturagao do fruto de macieira “Golden delicius” que o perfil fenodlico da casca
do fruto mudou acentuadamente, exibindo um substancial aumento no teor de epicatequina

seguido de reducdo até o final da maturacdo dos frutos.

Os aminoacidos identificados foram principalmente arginina, asparagina, prolina, serina
e treonina. O “Heat Map” (figura 2.11) aponta para uma tendéncia em maior concentraciao de
arginina nos cafeeiros cultivados sob 1[COz]am € uma maior concentragdo de asparagina nos
cafeeiros sob [COz]am ambiente. Varias hipoteses sdo atribuidas aos efeitos dos aminoacidos
em plantas, considerados importantes fontes de nitrogénio, suas fungdes se relacionam com a
sintese de proteinas, precursores de hormdnios enddgenos e/ou de enzimas, podendo atuar para
maior resisténcia em situacdes de estresse hidrico ou de altas temperaturas, além de maior

tolerancia ao ataque de doencas e pragas (Castro & Carvalho 2014). A disponibilidade de
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nitrogénio no interior das folhas ¢ um importante fator limitante para a manutencdo das taxas
fotossintéticas, principalmente sob condigdes de 1[COz]am. Aumentos na fotossintese,
concomitantemente com maior sintese de carboidratos, faz com que a demanda no consumo de
nitrogénio também aumente (Walter et al. 2015). Variados estudos relatam que os efeitos do
aumento na [COz]am pode causa alteragdes morfoldgicas e no desenvolvimento vegetal, além
de influenciar no metabolismo fotossintético e na translocacao de metabolitos, assim como na

respiracao celular, nas relagdes fonte:dreno e razdo C/N (Terashima et al. 2014).

Nos frutos dos cafeeiros, os carboidratos, especialmente a sacarose, ¢ os aminoacidos
sd0 0s principais componentes para a formagao do aroma tipico durante a torrefacao dos graos,
onde além dos acucares e de alguns 4cidos organicos, os aminoacidos livres sdo importantes
percursores do sabor final do produto (Arnold et al. 1994, Arnold & Ludwig 1996, Murkovic
& Derler 2006).
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Figura 2.11. Representacdo por “Heat Map” da abundéncia relativa de compostos naturais em folhas de
C. arabica cultivadas na esta¢do experimental da Embrapa Meio Ambiente e submetidas
aos tratamentos: =400 ppm CO; e =550 ppm CO,. Os valores das abundéncias relativa dos
compostos sdo mostrados em gradiente de coloracdes de intensidade vermelho m (valores
abaixo da média), cinza = (valores médios) e azul m (valores acima da média), N.D — Nao

detectado. Normalizado por 1.
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Em conclusdo, sob condi¢des de campo, a fotossintese ¢ fortemente limitada pela atual
[CO2]atm (400 ppm CO2) e por limitagdes, particularmente em nivel estomatico, além disso,
como esperado, 0 T[CO2]am (550 ppm CO») ndo afetou o padrao sazonal da fotossintese dos
cafeeiros arabica, que apresentaram maiores taxas fotossintéticas na fase ativa de crescimento
e baixas taxas na fase quiescente de crescimento do cafeeiro. Entretanto, 0 1[CO2]am estimula
maiores taxas fotossintéticas em cafeeiros ardbica, mas ndo alteragdes nos padrdes de
condutancia estomatica, resultando na manutengao da Efliar € cOnsequentemente, aumento nos

valores de ETtoliar.

E possivel verificar a sazonalidade na concentragio de metaboélitos foliar de acordo com
a fase fenoldgica no periodo reprodutivo do cafeeiro e conforme o estagio de crescimento dos
frutos. Além disso, os cafeeiros ardbica cultivados sob 1[COz]am apresentaram tendéncia em
maior concentragdo nos niveis de acido fumarico e menor concentragdo de acido malico,
apontando alguma influéncia do aumento na [CO:2]am na taxa respiratéria do cafeeiro. Ainda,
os dados apontam para maior eficiéncia na relagao fonte:dreno para os cafeeiros cultivados sob

T[CO2]atm-

Diante dos resultados, sugerimos que cafeeiros arabica se beneficiardo com o aumento
na [CO2]am atmosférico com efeitos positivos na fotossintese, regulagdo da condutancia
estomatica, consequentemente maior eficiéncia no uso da agua, além de apresentar uma
tendéncia em maior sintese de carboidratos e alguns &4cidos orgénicos, podendo mitigar
possiveis efeitos deletérios que acompanham o aumento na [COz]am, coOmo aumento na

temperatura do ar e mudancas nos padrdes de precipitacao.

Diversos estudos demonstraram que o aumento na [COz]am n@o necessariamente
aumenta o crescimento ou o rendimento das plantas (Ainsworth & Long 2005, Luo et al. 2006,
Leakey ef al. 2009, Hasegawa ef al. 2013). Entretanto, Diante dos resultados, sugerimos que
cafeeiros arabica se beneficiardo com o aumento na [CO:]am com efeitos positivos na
fotossintese, regula¢do da condutancia estomatica, consequentemente maior eficiéncia no uso
da 4gua, além de apresentar uma tendéncia em maior sintese de carboidratos e alguns acidos
organicos, podendo mitigar possiveis efeitos deletérios que acompanham o aumento na

[CO2]atm, como aumento na temperatura do ar e mudancgas nos padrdes de precipitagao.

Como a [CO2]am continuard a aumentar nas proximas décadas, de acordo com as mais
otimistas previsdes do IPCC (2013), e devido a diversa fun¢des metabolicas serem reguladas
pela [COz]am, € vital que os efeitos, positivos ou negativos, do aumento na [CO2]am sejam
compreendidos para adequar o melhor manejo na producdo dos cafeeiros para os cendrios

futuros.
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Influéncia da alta concentracdo atmosférica de CO, (1[CO,] ) X
disponibilidade hidrica nas rela¢des hidricas, trocas gasosas e actimulo
de carboidratos em Coffea arabica L.!

Rodrigo Fazani Esteves Sanches'>?, Ingrid Cristina Araujo Catarino', Marcia Regina Braga® ¢
Emerson Alves da Silva’

Recebido: 09.07.2017: aceito: 27.10.2017

ABSTRACT - (Influence of high atmospheric CO, concentration (1[CO,], ) * water availability in water relations, gas
exchange and carbohydrate accumulation in Coffea arabica L.). The aim of this work was to evaluate the combined effects
of 1[CO,],,, and water availability in water relations, gas exchange and carbohydrate accumulation in Coffea arabica L.
Plants were cultivated under 400 and 760 ppm of CO, in open top chambers. For each [CO, |, . plants were divided into two
groups and submitted to the following water regimes: daily watering and withholding watering for 7. 10, 14 and 37 days,
followed by daily rehydration for 7 days. From day 10 on, significant changes in leaf water potential were observed in plants
under water suppression in both treatments, with total recovery after rehydration. The 4 was higher in plants submitted to
1[CO,],,,- evenunder water suppression, compared to the daily watering regime. No change in the leaf carbohydrate content
was observed in plants cultivated under 1[CO,]  and water restriction when compared to those under 1[CO,], and daily
watered treatment. However. plants submitted to 400 ppm CO, and water restriction showed a significant decrease in the
sugar content, mainly in the leaves. Starch contents did not change in response to CO, and water treatments. An increase in
the rates of leaf proline was observed at the beginning of water restriction, but decreased throughout the experiment. Our
results indicate a mitigating effect of the 1CO, on water deficit through the maintenance of carbohydrate accumulation of
coffee plants.

Keywords: climate changes. photosynthesis, water stress

RESUMO - (Influéncia da alta concentragdo atmosférica de CO, (1[CO,], ) * disponibilidade hidrica nas relagdes hidricas.
trocas gasosas e acimulo de carboidratos em Coffea arabicaL.). O objetivo deste trabalho foi avaliar a influénciada 1[CO,]
nas relacoes hidricas, trocas gasosas ¢ acumulo de carboidratos em Coffea arabica. Cafeeiros foram cultivados sob diferentes
[CO,],,, (400 ¢ 760 ppm) ¢ submetidos a dois regimes hidricos: rega didria ¢ ciclos de suspensao de regas por 7. 10, 14
e 37 dias. seguidos de reidratagdo diaria por 7 dias. Alteragdes significativas no potencial hidrico foram observadas nas
plantas sob restri¢do hidrica a partir do 10° dia com recuperagéo total apos a reidratagao. As A foram maiores nos cafeeiros
cultivados sob 1[CO,] . mesmo sob restri¢do hidrica se comparadas aos demais tratamentos. Cafeeiros cultivados em
11CO,],,, ¢ restricdo hidrica ndio apresentaram diminuigéo nos teores de carboidratos em comparagdo aos cultivados sob
1[CO,],,, ¢ rega didria. Entretanto. em plantas sob 400 ppm CO, e restrigdo hidrica. redugdes significativas nos teores de
agucares, principalmente em folhas, foram observadas. Os teores de amido ndo alteraram em resposta aos tratamentos de
CO, e 4gua. Aumento no nivel de prolina foi observado no inicio da restri¢do hidrica retornando a niveis basais ao longo do
experimento. Nossos resultados apontam para um efeito mitigador do 1CO, sobre o déficit hidrico por meio da manutengéo
no acumulo de carboidratos das plantas de caf¢.

Palavras-chave: déficit hidrico. fotossintese. mudangas climaticas

atm

Introducio séculos, devido principalmente as emissdes associadas

a queima de combustiveis fosseis ¢ da cobertura

A concentragdo de didxido de carbono (CO.) florestal. As medigdes confirmam que a proporg¢do

no ar atmosférico tem aumentado nos ultimos dois de CO,. dentre os gases atmosféricos. aumentou
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globalmente de 280 ppm na era pré-industrial para
379 ppm em 2005 e, atualmente, ja esta em média
400 ppm (NOAA 2017). Este fato, associado ao
potencial que as plantas possuem de assimilar carbono
atmosférico por meio da fotossintese ¢ da producao
de compostos de carbono, faz com que estudos sobre
o crescimento, desenvolvimento ¢ metabolismo de
plantas sob elevadas concentragdes de CO, recebam
ampla atengdo (Long & Bernarcchi 2003, Braga et al.
2006, Kretzschmar ef al. 2009, Oliveira et al. 2013).

O aumento de CO, atmosférico pode afetar
os processos biolégicos em diferentes niveis de
organizagdo, sendo que os controles fisiologicos
¢ ecologicos sdo os estudados ha mais tempo
(Ainsworth & Rogers 2007). Ainsworth & Long
(2005) verificaram que as taxas fotossintéticas de
plantas cultivadas em 1[CO,]  aumentaram em média
28%. O estudo de Ainsworth & Long (2005) também
mostra que ocorre redugdo na taxa de condutancia
estomatica de aproximadamente 20% ¢ aumento na
eficiéncia do uso da agua em até 50%. O aumento nas
taxas fotossintéticas ¢ a melhora nas relagoes hidricas
observados nas plantas cultivadas em 1[CO.] ,
normalmente geram incrementos de biomassa ¢
altura nestas plantas, que sdo respectivamente 49%
e 12% maiores do que naquelas cultivadas em
[CO,],,, ambiente (Poorter & Pérez-Soba 2002,
Ainsworth & Long 2005). Nao obstante, Oliveira et al.
(2010) demonstraram que plantas de Chrysolaena
obovata, espécie C3 nativa do cerrado, responderam
positivamente a elevada concentragdo de CO.,.
apresentando maior crescimento (40%), maior taxa
fotossintética (63%). incremento de biomassa aérea
(32%) e. ao final do periodo de exposigdo ao alto
CO.,. incremento de biomassa subterranca (47%) de
rizoforos e consequentemente maior produtividade de
carboidratos.

Nas condicdes climaticas atuais. as alteragdes
nas relagdes hidricas das plantas sdo uma resposta
a disponibilidade hidrica sazonal. No Brasil. onde o
clima se caracteriza predominantemente por verdes
umidos ¢ invernos secos. 0Ss principais processos
fisiologicos afetados pelo o déficit hidrico sazonal
sdo a condutancia estomatica. a fotossintese e. por
extensdo, o crescimento das plantas. Entretanto, tais
efeitos dependem da espécie estudada bem como
da intensidade e durag@o do déficit hidrico ao qual
as plantas ficam expostas (Chaves & Pereira 1992).
Essas respostas. aliadas as previsoes para esse século
de aumento da [CO,| e nas mudangas no regime
hidrico com aumento das secas sazonais, sugerem que

havera uma modificagdo na produtividade liquida e,
por extensdo, na estrutura e composigao da vegetagao
(IPCC 2007) devido ao déficit hidrico. De fato. na
natureza a extensdo dos efeitos do déficit hidrico
sobre as plantas depende da intensidade e da duragao
do estresse, bem como da capacidade geneticamente
determinada da espécie em lidar com o meio ambiente.
Ja esta bem estabelecido que a taxa de assimilagdo
de carbono nas folhas ¢ suprimida sob déficit hidrico
moderado ou mesmo quando ha queda na umidade
do ar ou no potencial hidrico do solo (Gollan et al.
1986. Chaves 1991). Nesse caso. o controle estomatico
desempenha importante papel no controle das trocas
gasosas quando o periodo de seca ¢ prolongado
(Chaves 1991).

Os efeitos positivos da elevada [CO,],  podem
transcender os aumentos na eficiéncia do processo
fotossintético per se. O aumento do CO, atmosférico
pode atuar mitigando os efeitos negativos de
fatores abioticos estressantes. tais como, aumentos
de temperatura do ar e alteragdes nos padroes de
precipitagdo, também esperados por consequéncia do
efeito estufa adicional, favorecendo a manutengéo de
altas taxas fotossintéticas e acumulo de carboidratos.

No que diz respeito ao cafeeiro, nenhum trabalho
neste sentido ainda foi realizado. a despeito do fato de
que no Brasil as estimativas dos modelos climaticos
globais observados sdo de aumento ndo uniforme na
temperatura ¢ diminui¢do da precipitacdo (Hamada
et al. 2008). Alguns estudos alarmantes sugerem
que. para o caf¢. havera redugdes na produtividade
de até 92% nas regides brasileiras atuais de cultivo
(Assad er al. 2007). Nao obstante. a irrigagdo tem
sido o principal fator que possibilita o estabelecimento
do cultivo do café¢ em regides marginais. de baixa
altitude, com temperaturas superiores as principais
regides produtoras do grdo sendo uma importante
opgdo de adaptagdo na cafeicultura frente as mudangas
climaticas (Camargo 2010, Ramirez-Villegas et al.
2012).

Assim, medidas integradas de parametros
ecofisiologicos ¢ bioquimicos ao longo do tempo,
podem colaborar no melhor entendimento da interagio
entre T[COI]Mm com diferentes disponibilidades
hidricas sobre as relagoes hidricas, trocas gasosas
¢ bioquimica de carboidratos em C. arabica. Desse
modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
conjunto do aumento da concentragdo atmosférica
de CO, ¢ [CO.],,) e de diferentes disponibilidades
da agua no solo, nas relagdes hidricas. trocas gasosas,
acimulo de carboidratos e osmorreguladores em
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plantas de café¢ sob condigdes de camaras de topo
aberto.

Material e métodos

Material Vegetal e Condigdes de Cultivo - Mudas de
Coffea arabica var. Catuai vermelho variedade IAC-
144 com oito meses de idade foram transplantadas
individualmente para vasos plasticos de sete litros,
contendo substrato Biomix Mudas ¢ Plantio® ¢
separadas em quatro lotes, cada um contendo 21
plantas. Estes lotes foram entéo distribuidos em quatro
camaras de topo aberto (OTC) de 1.5 m de diametro
¢ 2.0 m de altura. providas de sistema de circulagdo
de ar ¢ instaladas no interior de Casa de Vegetagdo
do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia ¢ Bioquimica
do Instituto de Botanica (figura 1). Dois lotes foram
mantidos em duas OTCs (21 plantas/OTC) com
atmosfera ambiente de 400 ppm de CO,. enquanto
outros dois lotes foram mantidos em outras duas outras
OTCs a 760 ppm de CO,. por meio de injecdo de gas
a partir de cilindro de CO, comprimido acoplado ao
sistema. As plantas permaneceram nessas condigdes
atmosféricas de CO, ¢ foram regadas diariamente por
30 dias.

Apos este periodo, um lote com 21 plantas
cultivadas em [CO,] ambiente (400 ppm de CO,) ¢
outro cultivado em 1[CO,] (760 ppm de CO,) foram
submetidos aos seguintes regimes de suspensdo de
regas: dois ciclos de 7 ¢ dois de 10 dias sem rega,

Figura 1. (a) Vista geral das quatro OTCs instaladas no Nucleo de
Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Boténica. (b)
Plantas de C. arabica e os sensores de monitoramento da radiagdo
solar, temperatura e umidade relativa no interior da camara.

Figure 1. (a) Overview of the four OTCs installed in the
Department of Plant Physiology and Biochemistry of Institute
of Botany. (b) C. arabica plants and sensors for monitoring solar
radiation. temperature and relative humidity inside the chamber.

seguidos de um ciclo de 14 dias ¢ outro de 37 dias
sem rega, apos esse periodo, as plantas restantes foram
submetidas a recuperagdo hidrica com regas diarias
por 7 dias.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2,
sendo duas concentragdes atmosféricas de CO, (400 ¢
760 ppm CO,) e dois regimes hidricos (regas diarias
suspensao de regas), num total de quatro tratamentos.
Todos os parametros avaliados ¢ as coletas de material
vegetal (folhas e raizes) para as analises bioquimicas
foram realizados ao final de cada ciclo de rega,
climinando-se 3 plantas em cada tempo de coleta.
num total de 7 coletas.

Analises Ecofisiologicas - As condigdes
edafoclimaticas foram monitoradas continuamente
nos interiores das OTCs utilizando-se um sistema
constituido de sensores de monitoramento continuo
da temperatura (T °C) ¢ umidade relativa (UR) do ar
(107 Lem abrigo 41303-5A, Campbell Sci.), radiagio
fotossinteticamente ativa - DFFFA (Li-190SB. Li-
Cor) ¢ controle da concentragdo de CO,, utilizando
analisador de gases no infravermelho (IRGA - WMA-
4, PPSystem). Os dados foram coletados a cada 15
minutos ¢ armazenados em Datalogger (CR1000,
Campbell Sci.) utilizando o Software de controle
do sistema (Datalogger Suport Software PC400 1.5,
Campbell Sci.).

O potencial hidrico foliar (W . ) foi medido em
trés folhas completamente expandidas do terceiro par
a partir do apice de ramos plagiotropicos. no periodo
da antemanha (entre 5:00 ¢ 6:00 h). utilizando-se
bomba de pressao tipo Scholander (model 1000, PMS
Instrument Co). O teor relativo de agua nas folhas
foi determinado conforme descrito por Weatherley
(1950).

A fotossintese liquida (4, pmol CO, m? s™),
a condutancia estomatica (g. mol m* s™), a taxa
de transpiragdo foliar (£, . umol HO m* s”) e
a concentragdo interna de CO, (c. ppm de CO,)
foram determinadas em trés folhas completamente
expandidas do terceiro par a partir do apice de ramos
plagiotropicos. A analise foi realizada em sistema
aberto, no periodo da manha (entre 08:30 ¢ 11:30 h),
utilizando-se o analisador de gases a infravermelho
portatil (IRGA - LCPro SD, ADC). sob concentragdes
de CO, em 400 ppm ¢ 760 ppm ¢ intensidade luminosa
de 600 pumol fotons m= s (Silva et al. 2004). A partir
dos dados de trocas gasosas, foi estimada a eficiéncia
instantanea do uso da agua. dada pela razdo entre 4 ¢
E_,. (EIUA - umol CO, mmol" H,0).

“foliar
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Analise de carboidratos ¢ prolina - Amostras de
folhas e raizes (3 g MF) das plantas de café nos
diferentes tratamentos foram coletadas ¢ maceradas
em nitrogénio liquido ¢ posteriormente liofilizadas
(ModulyoD freezer Dyer 5 L. Thermo Electron). As
amostras foram entdo separadas em aliquotas com
0.5 g e submetidas a extra¢do exaustiva em etanol
80% a 80 °C por 15 minutos por 4 vezes, obtendo-se
os extratos para dosagens de carboidratos ¢ prolina.
Os extratos etanolicos de cada extragdo individual
foram reunidos, concentrados em rotavapor (modelo
r-215. Buchi) a 40 °C e ressuspensos em 15 ml de
agua destilada. As solugdes aquosas resultantes foram
mantidas a -20 °C até que se procedesse as dosagens
(Carvalho ef al. 1998). Os residuos resultantes da
extragdo etanolica foram liofilizados e utilizados para
extragdo ¢ dosagem de amido.

A quantifica¢do dos agucares soluveis totais (AST)
nos extratos aquosos foi realizada através do método
do fenol sulfurico (Dubois ef al. 1956). A leitura da
absorbancia realizada em espectrofotometro (SP-22,
Biospectro) com comprimento de onda em 490 nm.
O conteudo de agucares redutores foi determinado
segundo método Somogyi-Nelson (1945) a 520 nm.
O calculo da quantificacdo de AST e AR foi realizado
utilizando-se a equagdo da reta obtida a partir da curva
padrdo construida utilizando-se 100 pg ml” de glicose
(Sigma®) como padrao.

A quantifica¢ao de amido foi realizada no residuo
da extracdo etandlica conforme método enzimatico
proposto por Amaral e al. (2007). O teor de glucose
foi determinado em leitor de microplacas de ELISA
(KC4, Biotek Instruments) a 490 nm. A curva padrdo
foi feita com solugdo de glicose (Sigma®). A prolina
livre (Pro) foi quantificada nas fragdes etandlicas
obtidas e reunidas apos a extracdo de carboidratos
soluveis, segundo método proposto por Bates et al.
(1973) a 520 nm, tendo 100 pg ml' de L-prolina
(Synth®) como padrio.

Analise Estatistica - Os dados obtidos no experimento
foram submetidos a analise de variancia, sendo todo
¢ qualquer contraste entre médias avaliado pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade. Para cada
tempo de coleta considerou-se trés repetigdes por
tratamento (n = 3).

Resultados e Discussao

A radiacdo fotossinteticamente ativa (DFFFA),
a temperatura (°C) ¢ a umidade do ar (%) ¢ a
[CO,] no interior das OTCs ao longo do periodo
experimental foram em média, 428 + 131 (umol

fotons m?s™). 22 + 3 (°C), 70 £ 12 (%). 700 + 59 nas
camaras com injegdo de CO, e 458 = 32 ppm nas
camaras sem injecdo extra de CO.. ([CO,] . ppm).
respectivamente. Estes parametros demonstram
que as DFFFA ficaram proximas ao ponto de
saturagdo luminoso da fotossintese do cafeeiro que
¢ de 600 pumol fotons m=s™, a temperatura do ar
manteve-se dentro da faixa considerada otima para o
crescimento das plantas de café (Silva ef al. 2004) ¢
as [CO,| se mantiveram na faixa proposta para este
estudo. i.e. 400 ¢ 760 ppm CO, para as condi¢des de
ambiente e elevado C 0:, respectivamente.

OVY_ ... (figura2)foi sempre menor nas plantas
submetidas a suspensdo das regas, quando comparadas as
plantas submetidas a regas diarias, independente da[CO, |
, sendo as diferengas significativas observadas somente

atm?

apartir dos ciclos com 10, 14 ¢ 37 dias sem rega. Destaca-

0.0 9

¥ foliw (MPa)
e s s
% > o

°

100%

85%

TRA (%)

70%

55%

7dias  7dias 10dias 10dias 14 dias 37 dias rega didna

Perbdo de avalingdo (7dias)

Figura 2. Potencial hidrico de folhas (‘P .. MPA) e teor
relativo de agua (TRA, %) em plantas de C. arabica submetidas
aos tratamentos: ©: 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm CO,
Néo Regado, m' 760 ppm CO, Regado. m: 760 ppm CO, Nao
Regado. A seta indica o retorno das regas diarias nos tratamentos
sob restri¢do hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média
(n = 3). Médias seguidas de mesma letra em cada coleta ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Figure 2. Leaf water potential (‘.. MPA) and relative water
content (TRA. %) in C. arabica submitted to the following
treatments: ©: 400 ppm CO, Watering, = 400 ppm CO, Not
Watered. m: 760 ppm CO, Watering, m: 760 ppm CO, Not
Watered. The arrow indicates the restart of daily watering in the
treatments under water restriction. Bars indicate the standard
deviation of the mean (n = 3). Means followed by the same letter
in each sample do not differ statistically by the Tukey test at a
5% probability level.
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se que os valores de ¥, . nas plantas sob restricdo independentemente da disponibilidade hidrica.
hidrica nfo ultrapassaram -1,0 MPa, ndo evidenciando Observa-se na figura 3 que mesmo em plantas
aspectos visiveis de deficiéncia hidrica nas plantas. Valores submetidas aos diferentes ciclos de suspensao de rega.
semelhantes de ¥, . foram observados em cafeeiros os valores de 4 foram sempre maiores, com diferengas
irrigados sob condigdes de campo com atmosfera ambiente significativas ao longo do experimento evidenciando
de CO, ¢ submetidos a suspensdo de irrigagdo por 30 dias o cfeito benéfico da clevada [CO, ] na fotossintese
em trés diferentes regides edafoclimaticas no Estado de dos cafeeiros. mesmo sob condigdes de déficit hidrico.
Séo Paulo (Silva ef al. 2010), que apresentaram ‘¥ . Os indices de g e £ . ndo apresentaram variagdes
minimos de -0.9 MPa. significativas entre os tratamentos, com exce¢do
Diferente do W . . as redugdes nos teores das plantas submetidas ao ciclo de 37 dias sem
relativos de agua (figura 2) das plantas submetidas reposicdo hidrica, na qual verificou-se menor valor
aos ciclos de restricdo hidrica, independente do de g (figura 3). Recentemente. DaMatta er al. (2016)
tratamento de CO,. foram sempre significativas, demonstraram em cafeciros cultivados sob condigoes
quando comparadas as plantas sob rega diaria, o de campo. em sistema de enriquecimento de CO, ao
que sugere que as alteragdes no ¥ . se deveram ar livre (Ghini et al. 2015), que o 1[CO,], propiciou
principalmente as variagdes no contetido volumétrico aumentos significativos nas taxas fotossintéticas das
de agua das plantas imposto pelos ciclos de restricao plantas, com pequenas variagdes na g .
hidrica. Ndo obstante. o retorno da rega diaria nas Para Ainsworth & Rogers (2007), a alta
plantas submetidas a restrigdo hidrica foi suficiente disponibilidade de CO, atmosférico acresce o
para aumentar o ¥ ¢ TRA nas folhas. a valores gradiente de difusdo desse gas, da atmosfera para os
semelhantes aos das plantas regadas diariamente em cloroplastos. e, assim, estimula taxas fotossintéticas
ambos os tratamentos de CO,. maiores que podem ser obtidas com baixas taxas de
As taxas de fotossintese liquida (4), foram g el . 0 que por seu turno promovem aumentos

sempre maiores em plantas cultivadas sob 1[CO.,] na eficiéncia intrinseca do uso da agua (EIUA). De
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Figura 3. Fotossintese (4, umol CO, m* s), conduténcia estomatica (g, mol m* s*), transpiragdo foliar (£, . umol H,O m? s') e
concentragdo interna de CO, (¢, ppm de CO,) sob intensidade luminosa de 600 umol fotons m* s, de plantas de C. arabica submetidas
aos seguintes tratamentos: =: 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm CO, Néo Regado, m: 760 ppm CO, Regado, m: 760 ppm CO, Néo Regado.
A seta indica o retorno das regas diarias nos tratamentos sob restri¢do hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média (n = 3). Médias
seguidas de mesma letra em cada coleta ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Figure 3. Photosynthesis (4. umol CO, m? ), stomatal conductance (g, mol m*s*), leaf transpiration (£, .. pumol H,O m* s*) and internal
CO, concentration (ppm CO,) under light intensity of 600 pmol photons m* s, in C. arabica submitted to the following treatments: =
400.ppm CO, Watering, 400 ppm CO, Not Watered, m: 760 ppm CO, Watering, m: 760 ppm CO, Not Watered. The arrow indicates
the restart of daily watering in the treatments under water restriction. Bars indicate the standard deviation of the mean (n = 3). Means

followed by the same letter in each sample do not differ statistically by the Tukey test at a 5% probability level.
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fato. nossos resultados demonstram significativos
aumentos na concentragdo interna de CO, (C) das
plantas de caf€ cultivadas em 1[CO,]  mesmo quando
sob restri¢do hidrica (figura 3). Este comportamento
associado as pequenas variagdes observadas na g e
E, ... podem explicar os aumentos pontuais na EITUA
(figura 4), principalmente nos ciclos de maior restri¢ao
hidrica. De acordo com van der Sleen e al. (2015),
as altas concentragdes de CO, aumentam as taxas
fotossintéticas, bem como a eficiéncia no uso da agua
em plantas tropicais, como ¢ o caso do café.

A disponibilidade hidrica associada as
concentragdes atmosféricas dos tratamentos 400 ¢ 760
ppm de CO, influenciaram o acimulo de carboidratos
nos cafeeiros. Como mostrado nas figuras 5 ¢ 6, foi
observada diminuigdo significativa nos teores de
AST ¢ AR nas folhas dos cafeeiros cultivados sob
[CO,],,, de 400 ppm ¢ restrigdo hidrica. ¢ diminuigdo
significativa nos teores de AR nas folhas dos cafeeiros
cultivados sob 1[CO,] de 760 ppm de CO.,. Por outro
lado. os teores de AST nas raizes dos cafeeiros nao
diferiram significativamente entre os tratamentos ao
longo do experimento, com exce¢do das plantas sob
concentragdo de 400 ¢ 760 ppm de CO, ¢ restrigdo
hidrica no primeiro ciclo de 7 dias ¢ 14 dias sem rega,
respectivamente, nas quais foram observadas redugdes

EIUA (unol CO, mmol H;0)

7 dias 7 dias 10dias  10dias 14 dias 37 dias  rega didria

Periodo de avaliagio (7dias)

Figura 4. Eficiéncia instantanea do uso da agua (EIUA, umol
CO, mmol" H,0) em plantas de C. arabica submetidas aos
seguintes tratamentos: o 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm
CO, Néo Regado, m: 760 ppm CO, Regado, m: 760 ppm CO, Nao
Regado. A seta indica o retorno das regas diarias nos tratamentos
sob restrigdo hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média
(n = 3). Médias seguidas de mesma letra em cada coleta ndo
diferem estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Figure 4. Water use efficiency (EIUA, pmol CO, mmol” H,0) in
C. arabica submitted to the following treatments: o - 400 ppm
CO, Watering, = 400 ppm CO, Not Watered. m: 760 ppm CO,
Watering, m: 760 ppm CO, Not Watered. The arrow indicates the
restart of daily watering in the treatments under water restriction.
Bars indicate the standard deviation of the mean (n = 3). Means
followed by the same letter in each collection do not differ
statistically by the Tukey test in a 5% probability level.
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Figura 5. Conteudo de agucares soluveis totais em folhas (AST,
mg g' MS) (A) e raizes (AST. mg g MF) (B) em plantas de C.
arabica submetidas aos seguintes tratamentos: 01: 400 ppm CO,
Regado. = 400 ppm CO, Ndo Regado. m: 760 ppm CO, Regado.
m: 760 ppm CO, Nao Regado. A seta indica o retorno das regas
diarias nos tratamentos sob restrigdo hidrica. Barras indicam o
desvio padrio da média (n = 3). Médias seguidas de mesma letra
em cada coleta ndo diferem estatisticamente pelo reste de Tukey
em nivel de 5% de probabilidade.

Figure 5. Total soluble sugar content in leaves (AST, mg g' MS)
(A) and roots (AST, mg g' MF) (B) of C. arabica submitted to
the following treatments: ©: 400 ppm CO, Watering. = 400 ppm
CO, Not Watered. m: 760 ppm CO, Watering. m: 760 ppm CO,
Not Watered. The arrow indicates the restart of daily watering in
the treatments under water restriction. Bars indicate the standard
deviation of the mean (n = 3). Means followed by the same letter in
each collection do not differ statistically by the Tukey subtraction
at a 5% probability level.

nos teores de AST. Entretanto, a reidratagdo por 7
dias com rega diaria nos tratamentos sob suspencdo
hidrica ndo foi suficiente para equiparar os niveis de
AST a aqueles das plantas regadas diariamente. Os
menores niveis desses carboidratos podem indicar a
pronta utilizagdo destes na manutengao do crescimento
dessas plantas. Verificou-se aumento nos teores de
amido (figura 7) em folhas. no inicio do experimento,
¢ tendéncia de acumulo desse carboidrato nas raizes
dos cafeeiros cultivados sob 1[CO,| . A redugdo
nos niveis AST sob condigoes de deficiéncia hidrica
pode indicar baixo potencial osmorregulador das
plantas, nas quais, possivelmente esta diminui¢ao
esta associada ao consumo destes compostos para
a manuteng¢do da sobrevivéncia, enquanto que. 0s
AR compdem formas de carboidratos facilmente
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Figura 6. Conteudo de agticares redutores de folhas (AR, mg g
MS) e raizes (AR, mg g MF) em plantas de C. arabica submetidas
aos seguintes tratamentos: 0: 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm
CO, Nio Regado, m: 760 ppm CO, Regado, m: 760 ppm CO, Néo
Regado. A seta indica o retorno das regas didrias nos tratamentos
sob restri¢@o hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média
(n = 3). Médias seguidas de mesma letra em cada coleta ndo
diferem estatisticamente pelo reste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Figure 6. Contend of reducing sugars in leaf (AR, mg g"' MS) and
roots (AR, mg g"' MF) of C. arabica submitted to the following
treatments: ©: 400 ppm CO, Watering. = 400 ppm CO, Not
Watered, m: 760 ppm CO, Watering, m: 760 ppm CO, Not Watered.
The arrow indicates the restart of daily watering in the treatments
under water restriction. Bars indicate the standard deviation of
the mean (n = 3). Means followed by the same letter in each
collection do not differ statistically by the Tukey subtraction at a
5% probability level.

mobilizaveis para a produgdo de energia, que sdo
altamente higroscopicos e apresentam otima fungdo
osmorreguladora (Buckeridge ez al. 2000, Melo et al.
2007, Whittaker e al. 2007).

Os niveis de prolina aumentaram nas folhas
dos cafeciros sob restrigdo hidrica apenas no
inicio da suspensdo das regas, o que pode indicar
a manutengdo do alto ¥ . (figura 2) verificado
no periodo. Todavia. os niveis de prolina foram
baixos no decorrer da imposi¢do da deficiéncia
hidrica. O acumulo de prolina, em muitos casos,
¢ tomado como indicador de tolerancia ao déficit
hidrico, entretanto, segundo Maestri er al. (1995),
o aumento dos niveis deste aminoacido. ndo se
correlaciona satisfatoriamente com a tolerancia

1000 4 l

5001 b P s

Amidoyy,, (mg g' MS)
®

Amido,;, (mg g' MF)

7 dias 7 dias 10 dias 10 dias 14dias 37 dias rega didria
Periodo de avaliagio (7dias)

Figura 7. Contetido de amido em folhas (mg g' MS) (A) e
raizes (mg g MF) (B) em plantas de C. arabica submetidas aos
seguintes tratamentos: ©: 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm CO,
Néo Regado, m: 760 ppm CO, Regado, m: 760 ppm CO, Néo
Regado. A seta indica o retorno das regas diarias nos tratamentos
sob restri¢do hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média
(n = 3). Médias seguidas de mesma letra em cada coleta ndo
diferem estatisticamente pelo reste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Figure 7. Starch content in leaves (mg g"' MS) (A) and roots (mg
g' MF) (B) of C. arabica submitted to the following treatments:
o: 400 ppm CO, Watering. = 400 ppm CO, Not Watered, =
760 ppm CO, Watering, m: 760 ppm CO, Not Watered. The
arrow indicates the restart of daily watering in the treatments
under water restriction. Bars indicate the standard deviation of
the mean (n = 3). Means followed by the same letter in each
collection do not differ statistically by the Tukey subtraction at
a 5% probability level.

a seca em varias cultivares de café arabico. Com
efeito, nossos resultados demonstram, mesmo em
plantas mantidas sob 1[CO,|  que o ajuste osmético,
frequentemente observado como mecanismo de
resposta as condigdes de seca em muitas espécies,
ndo parece ser um mecanismo relevante no cafeeiro
(DaMatta & Ramalho 2006, Silva ez al. 2010).

Em conclusdo nossos resultados demonstram
que as respostas de curto prazo de plantas de caf¢
submetidas a atmosfera enriquecida de CO, em
condigdes de sob condigdes de camaras de topo aberto,
apontam para o efeito mitigador do CO, sobre o déficit
hidrico. por meio do aumento das taxas fotossintéticas
¢ manutengdo no acumulo de carboidratos nas folhas
e raizes do cafeeiro.
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Figura 8. Conteudo de prolina em folhas (mg g MS) e raizes
(mg g MF) em plantas de C. arabica submetidas aos seguintes
tratamentos: o: 400 ppm CO, Regado, = 400 ppm CO, Nio
Regado, m: 760 ppm CO, Regado, m: 760 ppm CO, Nao Regado.
A seta indica o retorno das regas didrias nos tratamentos sob
restrigdo hidrica. Barras indicam o desvio padrdo da média
(n = 3). Médias seguidas de mesma letra em cada coleta ndo
diferem estatisticamente pelo reste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

Figure 8. Proline content in leaves (mg g MS) and roots (mg g
MF) of C. arabica submitted to the following treatments: o - 400
ppm CO, Watering, = 400 ppm CO, Not Watered, m: 760 ppm CO,
Watering, m: 760 ppm CO, Not Watered. The arrow indicates the
restart of daily watering in the treatments under water restriction.
Bars indicate the standard deviation of the mean (n = 3). Means
followed by the same letter in each collection do not differ
statistically by the Tukey subtraction at a 5% probability level.
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